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RESUMEN

El objetivo de la tesis fue desarrollar un protocolo de superovulacién durante la
primera onda folicular, sin el uso de estradiol. En el primer experimento se comparoé la
respuesta superovulatoria de vacas tratadas durante la primera onda folicular con vacas
superovuladas 4 dias después de la aplicacion de estrogenos y progesterona. Las vacas
del grupo experimental recibieron un dispositivo intravaginal con progesterona por 10
dias, aplicando prostaglandina al dia de insercion y de retiro, con el fin de formar un
foliculo persistente. A las 36 h de la remocion del dispositivo se aplico GnRH vy se
inicio la superovulacion 36 h después. A las vacas del grupo control se les inicio la
superovulacién 4 dias después de la aplicacion de progesterona y estradiol. No hubo
diferencias significativas en la respuesta superovulatoria. En el segundo experimento se
evalud el efecto de la duracion del pretratamiento con dispositivos liberadores de
progesterona. Se concluyd que la reduccion del pretratamiento no afectd la respuesta
superovulatoria. En el tercer experimento se compar6 la respuesta superovulatoria de
donantes en las cuales el dispositivo liberador de progesterona fue removido 0 no previo
a la induccién de la ovulacion con GnRH. No hubo diferencias significativas en el
porcentaje de vacas que ovularon después de la primera GnRH y la respuesta
superovulatoria entre los grupos fue similar sin diferir significativamente. El
experimento 4 tuvo como objetivo evaluar el efecto de la duracion del tratamiento
superovulatorio, haciendo un grupo con 5 dias (10 aplicaciones cada 12h) y otro con 4
dias de FSH (8 aplicaciones cada 12h). No hubo diferencias significativas entre los
grupos. En el quinto y Gltimo experimento se evalud si era necesaria la administracién
de prostaglandina previa a la aplicacion de GnRH. Ademas se volvié a comparar la
respuesta del tratamiento de primera onda con GnRH con el tratamiento tradicional con
estradiol y progesterona. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos.
Los resultados obtenidos en los experimentos soportan la hipotesis de que los
tratamientos superovulatorios iniciados en la onda folicular desarrollada al momento de
la ovulacién de un foliculo persistente, resultan en una respuesta similar a los iniciados

4 dias después de la aplicacion de estrogenos y progesterona.

Palabras clave: Superovulacién, estradiol, progesterona, GnRH, primera onda folicular.



ABSTRACT

The objective of the thesis was to develop a protocol for superovulation during the first
follicular wave, without the use of estradiol. In the first experiment, we compare the
superovulatory response in donor cows treated during the first wave of follicular
development with that of cows superovulated 4 days after the application of estradiol
and progesterone. Cows from the experimental group received an intravaginal
progesterone device for 10 days, using prostaglandin at the day of insertion and removal
of the device, to form a persistent follicle. GnRH was administered 36 h after device
removal and superovulation was initiated at 36 h after GnRH. Cows in the control group
received the superovulation 4 days later received progesterone and estradiol. There were
no significant differences in superovulatory response. In the second experiment we
evaluated the effect of duration of the pretreatment with progesterone releasing devices
on the superovulatory response. It was concluded that the duration of pretreatment can
be reduced from 10 to 5 days, without affecting the superovulatory response. In the
third experiment we compared the superovulatory response of cows in which the
progesterone releasing device was removed prior to the GnRH for induction of
ovulation. There were no significant differences in the percentage of cows that ovulated
after the first GnRH and superovulatory response was similar without significant
differences. Experiment 4 evaluated the effect of duration of the superovulatory
treatment, comparing the treatment with FSH for 5 days and the treatment with FSH for
4 days. There were no significant differences between the groups. In the fifth and final
experiment we evaluated whether it was necessary or not to administer prostaglandin
prior to the application of the first GnRH. Furthermore, we compared again the response
to treatment during the first wave with the traditional treatment with estradiol and
progesterone. There were no significant differences between groups. The results
obtained in experiments support the hypothesis that superovulatory treatments started in
the first follicular wave developed at the time of ovulation of a persistent follicle,
resulted in a similar response to the superovulatory treatment initiated 4 days after

application of estradiol and progesterone.

Keywords: Superovulation, estradiol, progesterone, GnRH, first follicular wave.

\4



TABLA DE CONTENIDOS

Pagina
CAPITULO 1
INTRODUCCION ... ... ce ittt et et e s et et et et e e e eee e 1
Ciclo estral y fisiologia reproductiva de la hembra bovina.................... 3
Superovulacion en el boVINO.........oovve e e 11
Alternativas para mejorar la respuesta superovulatoria ........................ 21
Alternativas de tratamientos superestimulatorios sin el uso de estrégenos. 23
HIPOTESIS ©.o it e et e e e e, 27
OBJETIVO GENERAL......uitiii it e e neiinanenns 20
OBJETIVOS ESPECIFICOS......uiiiiiiii e et 27
CAPITULO 2
MATERIAL Y METODOS. ... ... iiiii e e e e eee e e, 28
Animales y tratamientos utilizados ............c.oooii i 28
EXPERIMENTO L. e e e e e e e e e e, 28
EXPERIMENTO 2. .ttt e e e e e e e e e e e aeaas 30
EXPERIMENTO 3.t e e e e e e e e e, 32
EXPERIMENT O ..o e e e e e e e e e 33
EXPERIMENTO B e e e e e e e e e, 35
ULTRASONOGRAFI A ... e e e 37
COLECTA'Y CLASIFICACIPON DE LOS EMBRIONES..........ccccvvvennnes 38
ANALISIS ESTADISTICO... .. i et et e eeeeee. 40
CAPITULO 3
RESULTADOS . ..ottt e e e e e et e e e e e e 41
EXPERIMENTO L. .o e e e e e eenien e ee 41
EXPERIMENTO 2. .t e e e e ne e e 42
EXPERIMENTO 3. . i e e e e e nee e e 44
EXPERIMENTO 4. .o e e e e e e ieane e e 46
EXPERIMENTO 5. .ur e i e e e een AT
CAPITULO 4
DISCUSION . ...ttt it ettt et e e e et et e e e, 48
CAPITULO 5
CONCLUSIONES. .. . o e e e e e 95
CAPITULO 6
BIBLIOGRAFIA. ... it e e e 57

\l



LISTA DE TABLAS

Tabla 3.1. Respuesta superovulatoria y produccion de embriones de
donantes superestimuladas 4 dias después de la aplicacién de
progesterona y estradiol ¢ en la primera onda de desarrollo folicular
después de la aplicacion de GnRH (Medias + E.E.).....................

Tabla 3.2. Efecto de la duracién del tratamiento con un dispositivo
intravaginal con progesterona (10 vs 5 dias) y de la concentracion de
progesterona en el dispositivo (1,56 g vs 0,78 g) sobre la respuesta
ovulatoriaalaGnRH (Medias £ E.E.) ....cooiivi i

Tabla 3.3. Respuesta superovulatoria y produccion de embriones de
donantes superestimuladas 4 dias después de la aplicacién de
progesterona y estradiol ¢ en la primera onda de desarrollo folicular
después de un pretratamiento con un dispositivo con progesterona y
la aplicacion de GnRH (Medias  E.E.) ....cccovivviiiiii i

Tabla 3.4. Tasa ovulatoria y momento de la ovulacion después de un
pretratamiento con un dispositivo con progesterona y la aplicacion de
GnRH. Efecto de la remocion o no remocion del dispositivo 36 h
antesde laGnRH (Medias £ E.E.) ...

Tabla 3.5. Respuesta superovulatoria y produccion de embriones de
donantes superestimuladas en la primera onda de desarrollo folicular
después de un pretratamiento con un dispositivo con progesterona y
la aplicacion de GnRH. Efecto de la remocion o no remocién del
dispositivo 36 h antes de la GnRH (Medias £ E.E.) ......................

Tabla 3.6. Respuesta superovulatoria y produccion de embriones de
donantes superestimuladas en la primera onda de desarrollo folicular
después de un pretratamiento con un dispositivo con progesterona y
la aplicacion de GnRH. Efecto del tratamiento con FSH por 4 0 5
dias (MediasS £ E.E.) ..oiviiniie i e e

Tabla 3.7. Respuesta superovulatoria y produccion de embriones de
donantes superestimuladas 4 dias después de la aplicacion de
progesterona y estradiol ¢ en la primera onda de desarrollo folicular
después de un pretratamiento con un dispositivo con progesterona y
GnRH. Efecto de la administracién de una segunda dosis de PGF 5
dias despues de la insercion del dispositivo con progesterona
(equivalente al Dia -3 del tratamiento superovulatorio) en las vacas
superovuladas en la primera onda (Medias £ E.E.) ...............cccoee.

Vil

41

42

43

44

45

46

47



LISTA DE FIGURAS

Figura 2.1. Esquema de tratamiento del Grupo EB + P4 del Experimento 1..

Figura 2.2. Esquema de tratamiento del Grupo Primera Onda -
Pretratamiento por 10 d del Experimento 1 .........coovviiiiieinnennnn.

Figura 2.3. Esquema de tratamiento del Grupo EB + P4 del Experimento 2

Figura 2.4. Esquema de tratamiento del Grupo Primera Onda -
Pretratamiento por 10 d del Experimento 2 .............ccovviiiiiinnnnns

Figura 2.5. Esquema de tratamiento del Grupo Primera Onda -
Pretratamiento por 5 d del Experimento 2 ..........c.cooviiiiiieineenn.

Figura 2.6. Esquema de tratamiento del Grupo Primera Onda -
Pretratamiento por 5 d, Cue-Mate con 0,789 de P4 del Experimento 2

Figura 2.7. Esquema de tratamiento del Grupo Primera Onda -
Pretratamiento por 5 d del Experimento 3 ............ccovviiiiiinann e,

Figura 2.8. Esquema de tratamiento del Grupo Primera Onda -
Pretratamiento sin remocion del dispositivo del Experimento 3 ........

Figura 2.9. Esquema de tratamiento del Grupo Primera Onda -
Pretratamiento sin remocion del dispositivo y con FSH por 5 dias del
EXPErMENTO 4 ..o

Figura 2.10. Esquema de tratamiento del Grupo Primera Onda,
Pretratamiento sin remocion del dispositivo y con FSH por 4 dias del
EXPErMENTO 4 ..o e

Figura 2.11. Esquema de tratamiento del Grupo Primera Onda -
Pretratamiento sin remocion del dispositivo y con FSH por 4 dias del
Experimento 5 (abreviado Primera onda con PGF en el Dia -3) ......

Figura 2.12. Esquema de tratamiento del Grupo Primera Onda -
Pretratamiento sin remocion del dispositivo, sin PGF en el Dia -3 y
con FSH por 4 dias del Experimento 5 (nombre abreviado Primera
Onda, SiN PGF en el Dia-3) ....cvvivii e e e e

Figura 2.13. Esquema de tratamiento del Grupo EB + P4 del Experimento 5

Figura 2.14. Ecografo Falco 100, Pie Medical ............cccoovviiiiiiiinnnnns.

Figura 2.15. Imagen ultrasonografica de un ovario de una vaca ciclando

29

29

30

31

31

32

33

33

34

35

36

36

37

37

38



Figura 2.16. Imagen ultrasonongrafica de un ovario de una vaca con un
foliculo preovulatorio ..........oovieeiie i,

Figura 2.17. Imagen ultrasonografica de un ovario de una vaca con foliculos
pequefios, sin foliculo dominante evidente. .............c.ccoevvennennn.

Figura 2.18. Fotos de ovoCitos Y embBrioNesS........o.vvvvivieee e i ieiianenn,

Figura 2.19. Clasificacion de embriones en el estadio de Mdrula de acuerdo
a la integridad de las blastomeras ...........cccocvvviii i viiiee e

38

38

39

40



LISTA DE ABREVIATURAS

.............. ante meridiem, despues de la medianoche hasta antes del mediodia

...... analisis de la varianza

.............. brahman

...somatotropina bovina

.......... nombre comercial de dispositivo intravaginal con Progesterona de Pfizer

...cuerpo luteo

............. benzoato de estradiol

gonadotropina coridnica equina
...error estandar

hormona foliculo estimulante

.......... gonadotropina menopausica humana

............. holstein

inseminacioén artificial
inseminacion artificial a tiempo fijo
sociedad internacional de transferencia de embriones

factor del crecimiento relacionado con la insulina

............. intramuscular

hormona luteinizante

Xl



mg............. miligramos

mHZ.......... megahercio

mL............. mililitro

mm........... milimetros

mRNA....... RNA mensajero (acido ribonucleico que contiene la informacion genética

procedente del ADN para utilizarse en la sintesis de proteinas)

P, valor P, valor estadistico calculado
P4a............ progesterona

PBS.......... tampon fosfato salino

PGF......... prostaglandina

pLH......... hormona Luteinizante porcina

pM............ post meridiem, después del mediodia hasta antes de la medianoche
SPO.......... superovulacién

Ul............unidades internacional

UNC.......... Universidad Nacional de Coérdoba, Argentina.
VS.iiiiiiieann, versus (Contra)

V1o PR microgramo

Xl



CAPITULO 1

INTRODUCCION

En los ultimos afos, el crecimiento de la poblacion mundial ha ido obligando a
los productores a ser mas eficientes y productivos, al demandar mas cantidad y mejor
calidad de carne y leche. Esto ha hecho que los sistemas y programas vinculados con el
mejoramiento genético ganen peso e interés por parte de cientificos y productores.

En la ganaderia de las ultimas décadas han tomado importancia las
biotecnologias que favorecen el avance rapido de los programas de mejoramiento
genético, dentro de las cuales se destaca la transferencia de embriones (B6 y Mapletoft,
2003; Thibier, 2006). De acuerdo con Land y Hill (1975) la superovulacion y
transferencia de embriones aumentan en casi dos veces la tasa de ganancia genética
obtenida con respecto a las estrategias de reproduccion tradicional en un rebafio. Esto
es debido al incremento del potencial de produccién de una hembra con genética
superior, ya que cuando una vaca es mantenida en condiciones naturales favorables,
tiene el potencial de producir una cria por afio, con un intervalo entre partos de 12
meses, y con la superovulacion, puede multiplicarse mucho més su descendencia por

afio y producir 25 o mas terneros en un afio (Bé y Mapletoft, 2003).

Fue a principio de los afios 70 que comenzo el gran interés comercial en la
transferencia de embriones bovinos. Razas europeas de doble propdsito eran importadas
a Norte América y por su escasez eran extremadamente valiosas. A raiz de que los
criadores querian un método que aumentara el porcentaje reproductivo de sus hembras
para una provechosa venta de su descendencia, habia mucho incentivo econémico para
la aplicacion de la transferencia de embriones. Como consecuencia, la técnica de
transferencia embrionaria en animales domésticos fue desarrollada con dinero de los
criadores mas que con fondos para investigacion como es tradicional (B6 y Mapletoft,
2009).

En las ultimas décadas se han realizado muchos estudios sobre los tratamientos
superovulatorios en bovinos y se llegaron a varias conclusiones sobre la respuesta
superovulatoria. Una de ellas es que la variabilidad de respuesta individual entre cada

1



animal es muy grande. En un analisis de 2048 colecciones de donantes bovinas de
carne, se obtuvo en promedio 11,5 ovocitos/embriones y 6,2 embriones transferibles por
vaca, pero lo méas importante es que el 24% de las colecciones no produjeron embriones
viables, 64% produjeron menos embriones transferibles que el nimero promedio y 30%
de las colecciones produjeron el 70% de los embriones (Looney, 1986). En otro estudio
que incluyd 987 vacas lecheras, se produjo un promedio ligeramente menor, pero la
variacion entre las respuestas de los distintos animales fue similar (Hahn, 1992). Un
analisis mas reciente en donde se tomaron datos de 831 colectas realizadas de Mayo del
2008 a Mayo del 2009 en el centro IRAC-BIOGEN, ubicado en la provincia de
Cordoba, mostré que el numero promedio de embriones transferibles fue de 6,8 y con
porcentajes de produccién similares a los dos trabajos anteriormente mencionados
(Ochoa et al.,, 2009). Con esto podemos concluir que con los avances en el
conocimiento de los ultimos afios no se ha podido aumentar significativamente el
namero de embriones transferibles que se producen en promedio por tratamiento
superovulatorio. No obstante, si se han simplificado considerablemente los tratamientos

y trabajos, llevando a aplicar la técnica mas comodamente y a gran escala.

El desarrollo de protocolos que controlan la emergencia de la onda folicular (B6
et al., 1995a, 1995b; 2002a) y la ovulacion (Baruselli et al., 2006; B0 et al., 2006) han
permitido la superovulacion de grupos de donantes independientemente del momento
del ciclo estral en que se encontraban y la inseminacion artificial a tiempo fijo (IATF) ,
y lo més importante, sin comprometer las respuestas superovulatorias. Estos
tratamientos han tenido un impacto positivo en la aplicacion comercial de programas de
transferencias embrionarias, porque han facilitado la programacion de los protocolos de
trabajo, sin ser dependientes del conocimiento, habilidad o disponibilidad del personal
en la deteccién de celos. Sin lugar a duda, un gran avance en la simplificacion de los
tratamientos se dio en la década de los 90’s, cuando se desarrollaron tratamientos con
progestagenos y ésteres de estradiol, que inducen la atresia de todos los foliculos y el
comienzo de una nueva onda de crecimiento folicular 4 dias despues (B0 et al, 1994;
1995a; 1995b; 1996). Estos tratamientos son utilizados por muchos profesionales
alrededor del mundo (Beal, 1999; Mapletoft et al., 2000; Baruselli et al., 2006; B0 et
al., 2006), pero su uso ha sido restringido en paises de la Union Europea desde octubre
del 2006 debido a preocupaciones en los efectos que podrian producir los estrégenos en

los humanos al ser utilizados en animales que se encuentren en su cadena alimenticia
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(Lane et al., 2008). Actualmente ya se han unido otros paises a la prohibicion del uso de
estrogenos como Estados Unidos de Norteamérica y Nueva Zelandia. Esta prohibicion
de ésteres de estradiol deja a muchos profesionales que realizan transferencia de
embriones en un serio dilema, al no poder utilizar el tratamiento que hasta el momento
era el mas simple con que se contaba. Por lo tanto, es necesario desarrollar tratamientos
alternativos que no necesitan el uso de estradiol para sincronizar el desarrollo folicular,
con el objetivo de realizar superovulaciones programadas de grupos de donantes, sin

importar la etapa del ciclo estral donde se encuentran.

A continuacién se mencionardn aspectos teoéricos de los procesos de
foliculogénesis, dinamica folicular y ondas foliculares que nos permitiran entender
como se puede manipular hormonalmente el ciclo estral en relacion con los tratamientos
superovulatorios. Asi mismo, se hara referencia a la superovulacién, sus principios,
factores que la afectan, tratamientos y por ultimo a la prohibicion de los ésteres de
estradiol y alternativas para superovulacion de donantes de embriones bovinos sin la

necesidad del uso del estradiol.

CICLO ESTRAL Y FISIOLOGIA REPRODUCTIVA DE LA
HEMBRA BOVINA

El ciclo estral se define como el periodo de tiempo comprendido entre la
aparicion del estro y el comienzo del siguiente. El estro o celo es la manifestacion de
receptividad sexual, por periodos limitados, por parte de las hembras; estro viene del
griego, significa "frenesi o pasion”.

La vaca es un animal poliéestrico anual (cicla todo el afio) y cada ciclo dura entre
17 y 25 dias. El celo dura entre 6 y 18 h y la ovulacion se produce aproximadamente 30
h después de comenzado el celo. Subsecuentemente se desarrolla el cuerpo lateo (CL),
aumentando la concentracion plasmatica de progesterona (P4) entre el dia 4 y 12 del

ciclo para permanecer constante hasta la lute6lisis, que ocurre entre los dias 16 a 20.

El perfeccionamiento de técnicas para monitorear la concentracion de las

hormonas y sus receptores y de la ultrasonografia para evaluar los cambios



morfolégicos que ocurren en el ovario en forma dindmica, han permitido un mayor

entendimiento del desarrollo folicular en el bovino (B6 et al., 1995b).

Foliculogénesis en el ganado bovino

La foliculogénesis es el proceso por el cual un foliculo primordial activado se
desarrolla hasta foliculo pre-ovulatorio acompafiando el crecimiento y la diferenciacién
del ovocito y de las capas de células de la granulosa que lo rodean (Gougeon, 1996;
Senger, 1997; Knight y Glister, 2001). Basados en varias caracteristicas morfoldgicas,
incluyendo el nimero de capas de células de la granulosa que rodean al ovocito, las
caracteristicas morfologicas de estas células, el diametro del ovocito, y la presencia o
ausencia del antro lleno de liquido, los foliculos son clasificados de varias maneras.
Generalmente se denominan primordiales, primarios, secundarios, terciarios o antrales
y de Graaf o Pre-ovulatorios (Lussier et al, 1987; Braw-Tal y Yossefi, 1997; Lundy et
al, 1999).

El crecimiento folicular se inicia con la transformacion de las células planas de
la pre-granulosa del foliculo primordial en una Unica capa de células cubicas de la
granulosa (células foliculares), y el foliculo pasa a ser denominado foliculo primario
(Braw-Tal y Yossefi, 1997; Eppig, 2001). La proliferacion de células de la granulosa
resulta en un aumento de capas alrededor del ovocito; un foliculo con 2 a 6 capas de
células de la granulosa es llamado foliculo secundario, y un foliculo con mas de 6 capas
de células y con un antro lleno de liquido es denominado foliculo terciario o antral
(Lussier et al, 1987; Braw-Tal y Yossefi, 1997). El diametro de un foliculo primordial
es de aproximadamente 0,04 mm vy el diametro del foliculo antral mas pequefio es 0,25
mm (Lussier et al, 1987). El foliculo de Graaf o pre-ovulatorio pasa a ser Ilamado
foliculo ovulatorio después del pico pre-ovulatorio de gonadotropinas (Braw-Tal y
Yossefi, 1997). En bovinos, los foliculos primordiales, primarios, secundarios y
terciarios aparecen por primera vez en los dias 90, 140, 210 y 250 de gestacion,
respectivamente (Russe, 1983). El tiempo necesario para que un foliculo crezca del
estadio pre-antral mas grande (foliculo secundario) hasta el tamafio de foliculo

ovulatorio maduro es estimado en cerca de 42 dias (Lussier et al, 1987).



Dinamica Folicular

Antiguamente se tenian dos hipotesis acerca del crecimiento folicular: 1) el
crecimiento y regresion folicular es un proceso continuo e independiente de la fase del
ciclo reproductivo; o 2) una reserva de foliculos permanecen en una fase de reposo y en
un momento dado para cada especie, uno o varios de esos foliculos comienzan a crecer
y alcanzan la maduracién durante el estro subsecuente (Rajakoski, 1960). Eso implica
que las fases de crecimiento de un foliculo son intercaladas con fases estaticas o de
reposo. Basado en una evaluacion histoldgica general de los ovarios obtenidos de vacas
sacrificadas en dias conocidos del ciclo estral, Rajakoski concluyd que ocurrian dos
ondas de crecimiento de foliculos antrales (>5 mm) durante el ciclo estral. Segun
Rajakoski la primera onda se iniciaba entre los dias dia 3 y 4 y la segunda entre los dias
12 y 14 del ciclo estral. Los foliculos que no ovulan en cada onda regresan y entran en
atresia. Después del trabajo de Rajakoski, muchos estudios fueron realizados utilizando
basicamente tres abordajes experimentales: 1) conteo de los foliculos de ovarios
colectados con o sin evaluacion histologica u hormonal, 2) marcacién individual de
foliculos con tinta china para posterior identificacion, y 3) destruccion de los foliculos y
estudio de recuperacion de crecimiento. Contrariamente a las conclusiones de
Rajakoski, resultados de estudios histologicos sustentaron la nocion de que el
crecimiento folicular es continuo e independiente de las fases del ciclo (Choudary et al,
1968; Donaldson y Hansel, 1968; Marion et al, 1968). Sin embargo, estudios de
marcacion y eliminacion folicular indicaron que el crecimiento y la sustitucion de los
foliculos mas grandes fueron influenciados por el estadio del ciclo; la tasa de
renovacion fue mayor al final del ciclo y el foliculo ovulatorio no fue mas grande hasta
3 dias antes del estro (Dufour et al, 1972; Matton et al, 1981). Posteriormente fue
propuesta la existencia de tres ondas de crecimiento folicular basados en la presencia de
un foliculo estrogénicamente activo durante tres periodos del ciclo estral (Ireland y
Roche, 1983a; 1983b) y en aumentos de los niveles sanguineos de estradiol en las venas

utero-ovaricas durante aproximadamente los mismos periodos (Ireland et al, 1985).

Luego hubo controversias y se rechazé lo descrito por Rajakoski con base al
hecho que “las conclusiones fueron basadas en estimaciones cualitativas de los datos sin
el actual conocimiento del perfil de las gonadotropinas y esteroides ovaricos” (Adams et

al., 2008). Hay evidencias que sustentan que los foliculos son reclutados continuamente
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durante todo el ciclo y los foliculos destinados a ovular son resultado de una
coincidencia de su estado de maduracién (disponibilidad) y la ocurrencia del pico de

gonadotropina pre-ovulatoria (Adams et al, 2008).

Con la introduccion de la ultrasonografia como una nueva herramienta de
investigacion a fines de los afios 80, se clarificd més el proceso dinamico de desarrollo
folicular. La técnica de deteccion y monitoreo de estructuras ovaricas por
ultrasonografia transrectal fue inicialmente descrita en 1984 (Pierson y Ginther, 1984).
Comparando los resultados de ultrasonografia con los de cortes ovaricos, la técnica fue
validada como herramienta para deteccion de foliculos con diametro >2 mm y para
monitorear cuerpos luteos (CL) (Pierson y Ginther, 1987a). Estudios subsecuentes que
usaron la imagen ultrasonografica para monitorear poblaciones de foliculos en
diferentes categorias de tamarfios (Pierson y Ginther, 1987b) o para monitorear foliculos
individualmente identificados (Savio et al, 1988; Sirios y Fortune, 1988; Knopf et al,
1989) demostraron convincentemente que el crecimiento folicular en el bovino ocurre
en forma de ondas y que la mayoria de los ciclos estrales en esos animales son formados
por 2 o 3 ondas. En decir, durante el ciclo estral de los bovinos, hay un proceso
continuo de crecimiento y regresion de los foliculos ovaricos, conocido como dindmica
folicular, el cual es caracterizado por ondas de crecimiento folicular (Adams et al.,
2008).

Ondas foliculares durante el ciclo estral

El crecimiento folicular en padron de ondas ocurre en todos los estadios
fisioldgicos de la hembra, como en el periodo prepuber, el periodo ciclico propiamente
dicho, durante la gestacion y en el postparto (Murphy et al., 1990; Savio et al., 1990;
Adams et al., 1992a, 1992b; Ginter et al., 1996b). La mayoria de los ciclos estrales en

los bovinos (>95%) son de 2 o 3 ondas foliculares (Adams, 1999).

La emergencia de las ondas foliculares en bovinos es caracterizada por el
crecimiento de 8 a 41 foliculos pequefios, que son inicialmente detectados por
ultrasonografia con un diametro de 3 a 4 mm (Pierson y Ginther 1987a; Savio et al,
1988; Sirios y Fortune, 1988; Ginther et al, 1989a, 1989b). Por aproximadamente dos

dias, la tasa de crecimiento es similar entre los foliculos de la onda, sin embargo un
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foliculo es seleccionado para continuar creciendo (foliculo dominante) mientras que el
resto se atresia y regresa (foliculos subordinados). La emergencia de la primera onda
folicular se da el dia de la ovulacion, tanto para ciclos de 2 o 3 ondas. La emergencia de
la segunda onda ocurre en el noveno o décimo dia para los ciclos de 2 ondas, y en el
octavo o noveno dias en los ciclos de 3 ondas. En los ciclos de 3 ondas, una tercera
onda surge en el dia 15 o 16 del ciclo. Bajo influencia de P4, el foliculo dominante de
las ondas anovulatorias sufre atresia (Bergfelt et al, 1991). El foliculo dominante en el
inicio de la lutedlisis se vuelve ovulatorio, y la emergencia de la proxima onda se retrasa
hasta el dia de la ovulacion subsecuente. EI CL comienza a regresar mas temprano en
los ciclos de 2 ondas (16° dia) que en los ciclos de 3 ondas (19° dia), resultando en un
ciclo estral méas corto en las vacas con ciclos de 2 ondas (20 dias) que en vacas de 3
ondas (23 dias) (Adams et al., 2008). Por lo tanto, el ciclo estral de 21 dias en el bovino

existe solamente como una media entre los ciclos de 2 o 3 ondas (Adams et al., 2008).

Dinamica de los foliculos pequerios

Mientras que el desarrollo de los foliculos mayores o iguales a 1 mm ha sido
bien caracterizado, la dinamica de los foliculos mas pequefios aun no se conoce
completamente. Un estudio demostré la unién de FSH con las células de la granulosa de
foliculos con apenas una capa de células (Richards y Midgley, 1976), pero ha sido
discutido que en estos casos pueden no estar asociados al sistema de segundo mensajero
de adenil-ciclasa durante la fases iniciales de la foliculogénesis, y por esto puede ser no
funcional (Wandji et al., 1992). Sin embargo, el efecto promotor de crecimiento de la
FSH en los foliculos preantrales y antrales pequefios de bovinos in vitro (Itoh et al.,
2002) e in vivo (Fricke et al., 1997; Tanaka et al., 2001), sugieren un papel de la FSH en

el desarrollo de los estadios iniciales de los foliculos preantrales y antrales.

Si los foliculos pequefios responden a la FSH, es ldgico postular que la dindamica
del desarrollo de ellos sigue un padron de onda en respuesta a los picos periddicos de
FSH endocrino. Hasta hace muy poco tiempo, la referencia a una onda folicular fue
limitada a foliculos >4 mm, basados simplemente a la limitacion de la resolucion de los
equipos de ultrasonidos existentes. A nivel microscopico no se habian podido encontrar
diferencias entre los estadios medios y finales de foliculos antrales <4 mm y aquellos >4

mm (Lussier et al., 1987; Braw-Tal y Yossefi, 1997). A nivel celular, ambas categorias
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de tamafio folicular no solamente expresan receptores de FSH, sino que también tienen
un nivel similar de expresién sobre células basales de la granulosa (Bao y Garverick,
1998). La emergencia periddica de los foliculos de 4 mm en respuesta a los picos
periddicos en la concentracion de FSH (Adams et al, 1992a), y a la consistencia en el
numero de los foliculos >2 mm (Singh et al, 2004), o >3 mm (Burns et al., 2005)
reclutados en sucesivas ondas indican que los foliculos pueden formar parte de ondas

desde las primeras fases de desarrollo.

Seleccion de foliculo dominante

La seleccion del foliculo dominante esta asociada a la disminucion de los niveles
de FSH durante los tres primeros dias de la onda (Adams et al, 1992a, 1993). Foliculos
pequefios de la onda emergente (<6mm) dependen de concentraciones elevadas de FSH
circulante para continuar desenvolviéndose; posterior al pico de FSH, hay una pequefia
meseta de foliculos que empiezan a regresar entre los 2 a 5 dias después de su
emergencia. De manera contraria, el foliculo que estd destinado a ser dominante puede
mantener la proliferacion celular y la produccion de estradiol a pesar de la disminucion
en la concentracion de FSH, una habilidad aparentemente producida por la permanencia
de una alta expresion de mRNA de receptores de FSH y de la afinidad de ligacion de
FSH (Ireland y Roche 1983a, 1983b; Evans y Fortune, 1997; Bao y Garverick, 1998).

El desarrollo del foliculo dominante, después de los 8 mm (punto en que la
divergencia en la tasa de crecimiento de los 2 foliculos mas grandes se vuelve evidente)
estd asociada con una transicion de la dependencia de FSH a LH (Ginther et al, 2000a;
2001). Las células de la granulosa del foliculo dominante adquieren una habilidad
aumentada para unirse a la LH comparada con los foliculos subordinados, y tienen una
mayor expresion del mMRNA de los receptores de LH (Ireland y Roche, 1983b; Evans y
Fortune, 1997; Bao y Garverick, 1998; Evans et al., 2004; Mihm et al., 2006). Un
pequefio aumento en la expresion del mMRNA del receptor de LH fue detectado en las
células de la granulosa del foliculo de mayor tamafio pocas horas antes del inicio del
desvio (divergencia en la taza de crecimiento de los dos foliculos més grandes) (Beg et
al., 2001). La expresion del receptor de LH en el foliculo dominante aparentemente es

una consecuencia del proceso de seleccion de dominancia. Quizads la expresion



aumentada de receptores de LH sea simplemente un reflejo del mayor crecimiento de un

foliculo antes de que tal ventaja se torne evidente en las imagenes ultrasonograficas.

Al respecto, la disponibilidad de los nuevos examenes ultrasonograficos capaces
de escanear estructuras de tan solo 1 mm permitio un estudio destinado a caracterizar el
patron de desarrollo de los foliculos de 1 a 3 mm en bovinos, y a determinar el estadio
en que el futuro foliculo dominante llegue primero a un mayor tamafio con respecto a
sus vecinos (Jaiswal et al., 2004). Hay resultados que revelan un cambio a lo largo de 2
dias en el numero de foliculos de 1 a 3 mm, con un méximo de 1 o 2 dias antes de la
emergencia de la onda convencionalmente definida (foliculo dominante detectado a las
4 mm), seguido de 3 a 4 dias después de la emergencias de la onda, por un maximo en
el nimero de foliculos >4 mm. El futuro foliculo dominante fue primeramente
identificado con un milimetro de didmetro y surgi6 de 6 a 12 horas antes que el primer
foliculo subordinado. Ademas de la deteccion del foliculo dominante de 1 mm (0 h), su
diametro fue de mayor tamafio que el primer y el segundo foliculo subordinados a las 24
h y 12 h respectivamente cuando el foliculo dominante tenia 2,4 + 0,17 mmy 1,7
0,14mm. La tasa de crecimiento del foliculo dominante fue mayor que la del 1% y 2%
foliculo subordinados después de 120 h y 108 h, respectivamente, cuando el foliculo
dominante tenia 9,5 + 0,30 mm y 8,8 + 0,49 mm. Los autores concluyeron que: 1) los
foliculos de 1 a 3 mm se desarrollan en forma de onda asociados a los picos en la
concentracion plasmatica de FSH, 2) foliculos de 1 a 3 mm son responsables por la
elevacién transitorias de FSH (o sea, dentro de 6 h), y 3) la seleccion del foliculo
dominante es manifiesta antes que lo previamente documentado y es caracterizado por

una progresion jerarquica durante un periodo que engloba el pico de FSH.

Control hormonal y dinamica folicular

Los dos ovarios actian como una unidad Unica, o sea, cada onda folicular
incluye foliculos de ambos ovarios, que responden en armonia. En un estudio de la
regulacién intraovarica entre los foliculos y el CL (Ginther et al., 1989c), se concluyd
que el foliculo dominante suprime los subordinados y la emergencia de la nueva onda a
través de un canal sistétmico y no a traveés de un canal local. Las observaciones
anteriores son similares a los estudios donde se realizO ovariectomia unilateral. La

remocién del ovario con el foliculo de mayor tamafio resultdé en un aumento del

9



desarrollo folicular en el ovario restante, y la remocién del ovario sin el foliculo de
mayor tamafio no resultd con tal efecto compensatorio (Ginther et al, 1989a). Aunque
los factores intrafoliculares (autocrinos y paracrinos) son importantes para el
crecimiento, salud y muerte de un foliculo individual, no existe ningun registro
convincente in vivo de que un foliculo sea afectado en cuanto a su salud y regresion o

crecimiento directamente por sus vecinos.

La emergencia de una onda folicular y la seleccion del foliculo dominante son
temporalmente asociados al aumento y caida en la concentracion circulante de FSH
(Adams et al, 1992a). La emergencia de la onda folicular es precedida por un pico de la
concentracion plasmatica de FSH en ondas espontaneas y ondas inducidas (Adams et
al., 1992a; Bo et al., 1994; Ginther et al., 1996). Los picos de FSH que preceden cada
onda son similares en magnitud, o sea, los picos en el medio del ciclo son similares en
amplitud y frecuencia a el pico pre-ovulatorio de gonadotropinas (Adams et al, 1992a).
Los productos foliculares, especialmente aquellos de los foliculos dominantes, son
responsables de suprimir la liberacion de FSH y, consecuentemente, la emergencia de la
proxima onda folicular. Una relacion directa entre el nimero de foliculos que surgen en
respuesta al pico de FSH vy el subsecuente grado de supresion de FSH muestra que todos
los foliculos de la nueva onda contribuyen para la supresion (Gibbons et al, 1997; Burns
et al, 2005).

Estradiol e inhibina-A y B son los principales productos foliculares responsables
de la supresion de FSH (Sunderland et al, 1996; Mihm et al, 1997; Bleach et al, 2001;
Beg et al, 2002; Laven y Fauser, 2004). La inhibina-A producida por todos los foliculos
pequefios en crecimiento de la onda parece ser el supresor mas importante de la FSH
durante los dos primeros dias posteriores a la emergencia de la onda, de ahi en adelante
el estradiol secretado por el foliculo dominante es el mas importante supresor de FSH
(Ginther et al, 2000b; Mihm y Bleach, 2003). El punto més bajo de FSH es alcanzado 4
dias después de la emergencia de la onda y los niveles permanecen bajos por los
proximos 2 o 3 dias. Al final del periodo de dominancia (o sea, en la ovulacion o a la
mitad de la fase estatica de un foliculo dominante anovulatorio), la concentracion
circulante de FSH comienza a aumentar en los préximos dos dias y alcanza el pico cerca
de 12 a 24 h antes de la emergencia de la proxima onda folicular, cuando el futuro

foliculo dominante tiene 4 a 5 mm de didmetro. Si un foliculo dominante existente es
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removido (o sea, ablacion folicular), un pico de FSH comienza a surgir en la proximas
12 h y resulta en la emergencia de una nueva onda folicular dentro de las proximas 24 h.
Interesantemente, la FSH solamente aument6 de nuevo cuando la concentracion de
inhibina-A alcanzé el punto mas bajo, a pesar de que el estradiol descendio dos dias
antes (Bleach et al, 2001).

Un factor importante a ser considerado es que el reclutamiento y crecimiento
folicular inicial que son controlados por la FSH, ocurren igualmente en los periodos
anovulatorios, como durante la fase prepuber, la gestacion y en el anestro post-parto.
Parece ser que la secrecion de FSH puede ser solamente inhibida o disminuida en
situaciones de desnutricion muy severa (Wiltbank et al., 2002), pero todavia se deben
hacer experimentos cuyo objetivo principal sea estudiar el efecto de la desnutricion

severa sobre la FSH para confirmar esto ultimo.

SUPEROVULACION EN EL BOVINO

La superovulacion (SPO) es la induccion de ovulaciones multiples mediante el
uso de gonadotropinas exogenas. Esta técnica es uno de los pasos iniciales en el proceso

de la produccidn, colecta y transferencia de embriones in vivo.

La transferencia embrionaria ha sido mencionada desde 1890 cuando Walter
Heape reportd que una camada de conejos habia nacido en su laboratorio como
resultado de un trasplante de embriones. Si bien durante los afios 30 y 40 se investigd
bastante sobre la coleccién y trasplante de embriones bovinos, recién en 1951 nacié el
primer ternero como consecuencia de la transferencia de un embrion en Wisconsin. El
interés en la transferencia embrionaria fue aumentando desde 1950 y ya para 1977 habia
cerca de 1000 publicaciones sobre transferencia embrionaria, muchas de ellas en
bovinos. Pero fue en la década de los 90 cuando la técnica empezd a difundirse vy
adoptarse tanto por los profesionales como por los productores (B6 y Mapletoft, 2009).
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FACTORES QUE AFECTAN LA RESPUESTA SUPEROVULATORIA EN EL
BOVINO

En el bovino la respuesta superovulatoria puede verse afectada por diversos
factores. Sin embargo se ha visto que la causa mas importante es la variacion individual,
como se puede ver en los datos presentados por Looney (1986) y Hahn (1992) ya
mencionados. A continuacion se van a discutir brevemente algunos de los factores que

afectan la respuesta superovulatoria.

Epoca del afio

En un estudio de Hasler et al. (1983), se evaluaron la cantidad de embriones
recuperados de donantes Holstein durante seis afios y no se reportd que hubiera efecto
sobre el nimero de estructuras recuperadas ni por el afio, ni por la estacion (Invierno
n=178, 11,2; Primavera n=171, 11,1; Verano n=187, 9,2; Otofio n=130, 9,4). Sin
embargo en otro trabajo mas reciente donde se analizaron datos de manera retrospectiva
para comparar la influencia de la estacion en la produccion de embriones en razas de
carne del centro IRAC-BIOGEN en Cordoba, Argentina, se encontré que bajo sus
condiciones de trabajo las estaciones de invierno y primavera fueron las mas favorables

para producir un mayor nimero de embriones transferibles (Ochoa et al, 2009).

Como podemos ver, entre los dos estudios anteriores transcurrieron muchos afos
y fueron realizados en zonas climaticas diferentes. Una de las diferencias importantes
entre los trabajos es que los datos de Hasler et al (1983) fueron obtenidos de
superovulaciones comenzadas después de la deteccion del celo, con lo que habia mayor
variabilidad en el niumero de estructuras colectadas entre las donantes. En el analisis
retrospectivo de Ochoa et al. (2009) las superovulaciones se realizaron sobre una onda
folicular sincronizada, lo que reduce esa variabilidad entre tratamientos. Otra diferencia
puede ser debido a que la temperatura y humedad son mayores en el verano en Cordoba
que en el verano del norte de Estados Unidos, produciendo un mayor estrés calérico en
las vacas del centro de Cdrdoba que en Pennsylvania.
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Semen utilizado y momento de inseminacion

El semen tiene un efecto muy importante sobre el nimero de embriones
obtenidos. Si en una colecta se recuperan solamente ovocitos o embriones de mala
calidad, una de las causas de esto podria ser la calidad del semen. En un estudio
realizado por Chenoweth (2007) el porcentaje de embriones categorizados como
excelente se vio afectado por la calidad seminal con que se inseminaron las donantes
(semen excelente = 61,2% de embriones excelentes; semen bueno = 55,7% embriones
excelentes; semen regular = 53,7% embriones excelentes y semen malo = 33,7%
excelentes del total de embriones recuperados). Otro de los factores a considerar es el
momento de la inseminacion. En un estudio en vacas Holstein realizado por Dalton et
al. (2000), se obtuvo una mayor tasa de fertilizacion cuando se insemind 24 h después
de iniciado el celo, comparado con inseminaciones mas tempranas (1A 0Oh, 29%; IA 12h,
60% e IA 24h, 81% de tasa de fertilizacién). Esto se debe a que en las vacas
superovuladas, el intervalo desde la administracion de PGF hasta el pico de LH varia en
un rango de 38 a 42 h (Greve et al., 1983; Callesen et al. 1986). En otro estudio
realizado por Chesta et al. (2003), en el que se evaluo la distribucion de las ovulaciones
y el momento de inseminacion, se concluyo que si se consideran como “buenas” a vacas
con > 4 ovulaciones y “regular” a vacas con < 4 ovulaciones, surgen claras diferencias.
Las vacas con “buena” respuesta ovularon antes (79,6 + 1,8 h después de la primera
PGF) que las vacas con respuesta “regular” (90,2 + 3,7 h; P=0,023). La conclusion de
ese trabajo fue que las vacas con una respuesta “regular” tienen un ovulaciéon 12 h mas
tarde que las vacas con una respuesta “buena” y que en la mayoria de los casos hay un
intervalo de hasta 12 h entre la primera y ultima ovulacion. Esto indica que las 1A
tradicionalmente realizadas a las 60 y 72 h de la primera PGF serian adecuadas para las
vacas con “buena” respuesta superovulatoria, pero tal vez muy anticipadas para las
vacas con respuesta “regular”. En otro estudio realizado en Texas (USA), no hubo
diferencias significativas en el nimero de embriones transferibles entre vacas que
fueron IA a las 12 y 24 h despues de la primera monta detectada con Heat-Watch y las
que fueron tratadas con 12.5 mg de pLH (Lutropin-V) 24 h después de la remocién de
dispositivo con P4 e 1A a tiempo fijo 12 y 24 h después (Larkin et al., 2006). La gran
ventaja de la IATF es que se pueden programar los trabajos a horas pre-establecidas y

no depender del momento en que la vaca es montada para realizar las 1A a las 12 y 24 h

13



después. Ademas, el esquema de IATF utilizando dispositivos con P4y GnRH o pLH es

mucho mas barato que montar un sistema Heat-Watch en el campo.

La utilizacion de semen sexado también afecta la tasa de fertilizacion y
produccién de embriones. En un estudio reciente realizado por Larson, et al. (2010) se
superovularon 32 donantes de embriones de raza Angus, iniciando la FSH 10 a 13 dias
después del celo y administrando PGF con las ultimas dos aplicaciones de FSH. Se
observo el celo y se inseminaron con una dosis de semen en el momento del celo, dos
dosis de semen 12 h después del celo y una dosis de semen 24 h después del celo con
semen convencional (>15x10° espermatozoide/pajuela; convencional) o semen sexado
(>2.1x10° espermatozoide/pajuela; sexado) de dos toros diferentes. Todas las donantes
fueron superovuladas dos veces pasando por los dos grupos de tratamiento (sexado y
convencional). El nimero de embriones grado 1 fue mayor (P<0.01) para el
convencional (4.3+0.8 vs. 2.3+0.7) y la cantidad de ovocitos infertilizados fue mayor
(P<0.05) para el sexado (5.6+1.0 vs. 3.0+1.2). La conclusion de este trabajo fue que las
donantes inseminadas con 4 pajuelas de semen sexado produjeron una menor cantidad
se embriones grado 1 comparado con semen convencional. En el 2009 Hayakama et al.
realizaron una serie de experimentos superovulando donantes Holstein con semen
sexado. En el primer experimento superovularon vaquillas Holstein que fueron IA 12 y
24 h después de la deteccion del celo con semen sexado con 5 x 10°
espermatozoides/pajuela, o con semen convencional del mismo toro (10 x 10°
espermatozoides/pajuela). A pesar que los porcentajes de embriones transferibles
(53,4% vs 68,1%) fueron numéricamente menores y los embriones degenerados (24,8%
Vs 26,6%) y ovocitos infertilizados (21,8% vs 5,3%) mayores con semen sexado que
con semen convencional, las diferencias no fueron significativas porque el nimero de
animales por grupo fue muy reducido (n=5). En un segundo experimento también se
utilizaron vaquillas Holstein y fueron inseminadas todas con semen sexado de igual
forma que en el primer experimento con la diferencia de que un grupo fue inseminado
con semen sexado fresco (n=10) y un segundo grupo con semen sexado congelado y
descongelado (n=9). Se observo que los rangos de produccion de embriones para ambos
tratamientos fueron similares a los observados en una colecta comercial en que se utiliza

semen convencional. En un tercer experimento se concluyé que la cantidad de
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embriones transferibles colectados era més alta en vaquillas que en vacas cuando se
utilizd semen sexado en donantes inseminadas dos veces con 5 x 10°
espermatozoides/pajuela para un total de 10 x 10° en ambas inseminaciones. Sa Filho et
al. (2011) evaluaron el momento de la IA en vaquillas y vacas Nelore y vaquillas
Holstein que fueron superovuladas e IATF y encontraron que si se realizan las
inseminaciones 6 h después de lo convencional (es decir 18 y 30 h después de la GnRH
en lugar de 12 y 24 h despues de la GnRH), se mejora la cantidad de embriones
transferibles obtenidos con semen sexado. Por los anteriores experimentos los autores
concluyeron que el uso de semen sexado quizds sea econOmicamente viable en

programas de superovulaciones comerciales en vaquillas Holstein.
Nutricion

La respuesta superovulatoria y la calidad embrionaria de una donante también
puede estar e influenciado por el tipo y/o cantidad de dieta suministrada a los animales
antes y durante los programas superovulatorios. Hay controversias en la literatura en
cuanto al efecto de los niveles energéticos o cantidad de materia seca ingerida en la
respuesta a los protocolos superovulatorios. Algunos trabajos detectaron efectos
positivos de la alta ingesta de alimentos en la poblacion folicular y nameros de
ovulaciones, otros no detectaron efectos y otros (la mayoria) detectaron un efecto
negativo (Sartori et al., 2007). La diferencia fundamental es la condicion corporal de
las vacas en el momento del suministro de alimento y la superovulacién. Cuando las
vacas estan en pobre condicidn corporal una mejora en el valor nutritivo de la dieta
puede mejorar la respuesta. Sin embargo, si las vacas estan en buena condicion corporal
0 son obesas, un aumento del nivel energético de la dieta afecta negativamente el
numero de foliculos presentes cuando se inicia el tratamiento con FSH, la respuesta
superovulatoria y la calidad de los embriones (Sartori et al., 2007). Garcia Guerra et al.
(2007) evaluaron el efecto de la condicion corporal en la produccion de embriones de
donantes Angus en un centro comercial de Argentina y encontraron que las vacas que
tenian una condicion corporal de 4 y 5 (escala 1 al 5) produjeron una menor cantidad de

embriones que vacas que tenian una condicion corporal de 2 y 3.
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Raza

Muchos profesionales que trabajan en transferencia de embriones sugieren que
existe una variabilidad en la respuesta superovulatoria entre vacas Bos taurus y Bos
indicus. Las donantes Bos indicus tienen mas foliculos por onda y son mas sensibles a
los tratamientos con FSH que las donantes Bos taurus (Baruselli et al., 2006). Por esta
razon la dosis recomendadas de los productos comerciales con FSH para las donantes
Bos indicus son practicamente la mitad que las recomendadas para las Bos taurus
(Baruselli et al., 2006).

Edad y estado de lactancia

En el estudio de Hasler et al. (1983) se reportd que la cantidad de estructuras
colectadas, asi como los embriones transferibles en vacas jovenes y vaquillas eran
mayores que los de vacas viejas (estructuras colectadas: vaquillas 6,1; vacas 10,3 y
vacas de 15 afios 0 mas 5,6; embriones transferibles: vaquillas 3,8; vacas 6,6 y vacas de
15 afios 0 mas 2,6). Asimismo, en otro trabajo donde se compar6 la produccion de
embriones de vacas de 13 a 16 afios con las de sus hijas (de 3 a 6 afios), la cantidad de
embriones transferibles fue la mitad en las vacas viejas que en las jovenes (Adams et al.
2008).

También se ha reportado que la lactancia puede afectar la produccion de
embriones en vacas Holstein. En un estudio donde se evaluo la calidad de los embriones
obtenidos, se encontro que las vacas Holstein lactantes produjeron un porcentaje menor
de embriones de buena calidad comparado con vacas no lactantes o vaquillas (Leroy et
al., 2005). Similarmente, Moreira et al., 2002, reportaron un mayor numero de
embriones transferibles (P<0,04) en vacas no-lactantes (8,6 + 1,8) que en vacas
lactantes (4,2 = 2,1).

Fertilidad de la vaca

En un estudio de Hasler et al. (1983), se analizaron registros de 984 donantes de
la raza Holstein. Los registros se dividieron entre dos grupos: vacas con buena fertilidad

y vacas con baja fertilidad. Las vacas con buena fertilidad obtuvieron mayor porcentaje
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de fertilizacion de las estructuras colectadas que las vacas con baja fertilidad (66%
contra el 42%). De la misma forma produjeron mas embriones viables las vacas con
buena fertilidad comparadas las de baja fertilidad (6,4 contra 2,4). También se
observaron mejores tasas de prefiez de los embriones procedentes de vacas de buena

fertilidad comparado con los provenientes de las vacas de baja fertilidad (68% vs 58%).

Tipo de hormona utilizada

Existen tres tipos diferentes de hormonas para inducir la superovulacion en
vacas donantes: la gonadotropina corionica equina (eCG), la gonadotropina

menopausica humana (hMG) y los extractos de pituitaria que contienen FSH y LH.

La eCG es una glicoproteina compleja con actividad FSH y LH, que tiene una
vida media aproximada de 40 h en la vaca pero que persiste mas de 10 dias en la
circulacion sanguinea (Murphy y Martinuk, 1991). Por esta razén, normalmente se
administra una sola dosis intramuscular (i.m.) seguida por PGF 48 h despues. La
prolongada vida media de la eCG provoca algunos problemas originados por la
permanente estimulacion ovarica de los foliculos que no ovulan, perfiles endocrinos
anormales (altos niveles de estrogeno después de la ovulacion) y embriones de mala
calidad (Saumande, 1980, Mikel-Jenson et al., 1982; Moor et al., 1984). Estos
problemas se contrarrestan en gran medida con la administracion de antisuero anti-eCG
0 anticuerpos monoclonales anti-eCG en el momento de la primera IA (Dielemen et al.,
1993; Gonzalez et al., 1994a; Gonzalez et al., 1994b). Desafortunadamente los
anticuerpos monoclonales anti-eCG han sido retirados del mercado veterinario ya hace

unos afos.

La hMG se utiliza principalmente en humanos, aungue su uso esta disminuyendo
en los paises desarrollados porque estan siendo reemplazadas por las FSH
recombinantes. Actualmente no se la utiliza en veterinaria por su alto costo. Esta
hormona tiene la misma cantidad de FSH que de LH y los tratamientos consisten en
aplicaciones i.m. cada 12 h en dosis decrecientes por 4 0 5 dias (McGowan et al., 1985).

Los extractos de pituitaria de animales domesticos son lo mas utilizados. Estos

extractos contienen altas cantidades de FSH y cantidades variables de LH, dependiendo

17



del producto (Murphy et al., 1984, Lindsell et al., 1986,, B6 y Mapletoft, 2003). La vida
media de la FSH es de 5 h (Laster, 1972) y por lo tanto se deben administrar cada 12 h
por viai.m. (Bé et al., 1991).

Cantidad de actividad de FSH/LH en la gonadotropina utilizada

A pesar que la foliculogénesis requiere de FSH y LH, los extractos pituitarios
contienen diferentes proporciones de FSH y LH que van a afectar la respuesta
superovulatoria (Mapletoft et al., 1991). También existe variabilidad en la actividad
FSH y LH en la eCG, no s6lo entre yeguas prefiadas, sino también entre sueros
obtenidos de la misma yegua en diferentes momentos de la prefiez (Murphy y Martinuk,
1991).

Generalmente se piensa que cierta cantidad de LH es necesaria para lograr
superovulacién. No obstante se ha sugerido que los elevados niveles de LH durante la
superestimulacion afectan la calidad de los embriones, debido a una prematura
activacion del ovocito previo a la ovulacion (Moor et al., 1984). Otros trabajos han
logrado inducir una muy alta respuesta con FSH bovina recombinante (que no contiene
LH), con un porcentaje de fertilizacion superior al 95% y de embriones viables de méas
del 85% (Looney et al., 1988; Wilson et al., 1989). Con estos resultados podria
interpretarse que la administracion de LH, en cualquier dosis, tiene un efecto negativo
sobre la calidad de los embriones. Lamentablemente esta FSH recombinante no esta
mas en el mercado veterinario y la FSH recombinante de uso humano es de muy alto

costo para ser utilizada en veterinaria.

Dentro de los extractos pituitarios, los que tienen poca LH producirian una mejor
respuesta superovulatoria en el bovino (Chupin et al., 1984; Willmott et al., 1990;
Tribulo et al., 1991). Las preparaciones con mas cantidad de LH tuvieron efectos
altamente adversos sobre la calidad de los embriones cuando se duplicaron las dosis
recomendadas por los fabricantes (Mapletoft et al., 1991). Por el contrario, los extractos
pituitarios purificados, o sea aquéllos a los que se les ha extraido la LH, tienen un rango
mucho mas amplio de dosis 6ptima y al incrementar la dosis ésta no afecto la calidad de

los embriones.
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Via de administracion de las gonadotrofinas

La via de administracion es otro factor a tener en cuenta. Dentro de los protocolos
tradicionales de 2 inyecciones diarias se ha observado que la administracion i.m. de los
extractos de pituitaria resulta en una respuesta superovulatoria significativamente superior
gue las inyecciones subcutaneas (B6 et al., 1991). La administracion subcutanea de
extractos pituitarios produjo niveles circulantes mucho mas bajos de FSH, que se

mantuvieron por periodos mas largos de tiempo.

Dosis utilizada de gonadotropinas

Se han encontrado diferencias en la dosis que se deben utilizar para superovular
vacas de distintas razas. Trabajos realizados hace ya unos afios indicaron que la dosis de
400 mg NIH-FSH-P1 de Folltropin-V (Bioniche Animal Health, Canadd) era la ideal
para vacas Bos taurus. En la actualidad esta dosificacion es aparentemente la ideal para
vacas Holstein en lactancia, pero resultados de trabajos de campo con animales de carne
indican que se pueden obtener respuestas satisfactorias con dosis totales de 260 a 320
mg en vacas y de 200 a 260 mg en vaquillonas (Bo y Mapletoft, 2003; Rogan et al.,
2010). El ganado Bos indicus responde exageradamente a dosis altas de FSH y se han
encontrado respuestas satisfactorias con dosis de 133 a 200 mg de Folltropin-V en vacas
Nelore (Baruselli et al., 2006) y dosis de 200 a 260 mg en razas sintéticas como el
Brangus y Braford (Rogan et al., 2010). Las mismas tendencias y diferencias raciales se
han encontrado utilizando otros preparados comerciales como el Pluset (Laboratorios
Calier, Espafia) donde se han encontrado respuestas satisfactorias en Bos indicus cuando
se redujo la dosis de 500 Ul a dosis que oscilaron entre 200 y 300 Ul (Visintin et al.,
1996).

Ondas Foliculares y superovulacion

Como ya se mencioné anteriormente, tradicionalmente los protocolos de
superovulacién eran comenzados en la fase luteal media, aproximadamente entre el dia
9 a 11 después del celo (celo = dia 0), Esto se debe a que en la mayoria de las vacas
comienza la segunda onda folicular en promedio entre el dia 9 y 10 del ciclo (Ginther et

al., 1989b, B0 y Caccia, 2002b). Sin embargo, trabajos posteriores han demostrado que
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la respuesta superovulatoria es mayor cuando los tratamientos con gonadotropinas son
iniciados en el momento exacto de la emergencia de la onda folicular, en vez de 1 dia
antes 0 1 a 2 dias mas tarde (Nasser et al., 1993; Adams, 1994). La presencia de un
foliculo dominante funcional en el momento del comienzo de la superovulacion afecta
negativamente la respuesta superovulatoria (Bungarts y Niemann, 1994). Por lo tanto, el
tratamiento convencional tiene dos inconvenientes: 1) requiere tener personal entrenado
y dedicado a la deteccion de los celos y una respuesta 100% efectiva a la pre-
sincronizacion de todas las donantes para tener el llamado “celo Base” y 2) desde el
punto de vista préctico, es imposible tener a todas las donantes a ser superovuladas al
inicio de una onda folicular el dia que elegimos comenzar con la aplicaciéon de la

gonadotropina.

Otros tratamientos superovulatorios tienen como ventaja que sincronizan el
comienzo de una nueva onda folicular en un momento predecible. El tratamiento hasta
el momento mas utilizado es el que usa progestdgenos junto con ésteres de estradiol,
con lo cual se induce la atresia de todos los foliculos y se inicia una nueva onda
folicular aproximadamente 4 dias después (B0 et al, 1994; 1995a; 1995b; 1996). Este
tratamiento es el mas utilizado en todo el mundo en los Gltimos afios, por ser el mas

practico y con buenos resultados (Baruselli et al., 2006; BO et al., 2006).

Como ya se menciond anteriormente, la sincronia de la ovulacion también es
uno de los problemas reportados como causa de pobre respuesta superovulatoria. Esto
puede solucionarse aplicando inductores de la ovulacion como GnRH o LH 24 h
después del retiro del dispositivo con P4 en animales Bos taurus, y a las 12 h del retiro
del dispositivo en vacas Bos indicus. La IATF es realizada a las 12 y 24 h de la
aplicacion de GnRH o LH (Baruselli et al., 2006; B6 et al., 2006;; Chesta et al.,
2007). Por lo tanto, los tratamientos que utilizan la combinacion de progestagenos junto
con estrégenos para sincronizar el desarrollo folicular y GnRH o LH para sincronizar la
ovulacion son los més facilmente aplicables a campo, ya que no dependen del momento
del ciclo estral en que se encuentren las donantes para el inicio de los tratamientos, ni de
la deteccion de celos para la 1A de las donantes, pudiendo programar de una manera

coémoda los trabajos.
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ALTERNATIVAS PARA MEJORAR LA RESPUESTA SUPEROVULATORIA

Se han reportado varias posibilidades para intentar incrementar la cantidad de
embriones viables por tratamiento, entre estas alternativas esta el uso de anticuerpos
contra la inhibina, la hormona del crecimiento (bST) y la cantidad de FSH y LH en

momentos distintos del tratamiento superestimulatorio.

Inhibina

Takedomi et al (2005) realizaron un estudio para tratar de establecer un
protocolo de superovulacion mejorado, combinando la vacunacion contra inhibina con
la aplicacion de FSH exdgena. Se utilizaron dos grupos, un grupo control (n=12) el cual
se le inyecto solamente albumina de suero de conejo y otro grupo de inmunizados
contra la inhibina (n=14), este fue tratado con un 1 mg de fragmento de la subunidad
alfa de la inhibina porcina en combinacion con albumina de suero de conejo por via
subcutanea en 3 a 4 lugares diferentes del animal. Después se administraron otras dos
dosis (a los 35 y 70 dias de la primera), correspondientes a la mitad de la primera dosis.
A todos los animales se les inyectaron 30 mg de FSH porcina. Los resultados obtenidos
demostraron que los animales del grupo inhibina generaron anticuerpos contra la
inhibina endogena después de la primera dosis y en las dos dosis siguientes estos
niveles fueron aumentando. EI nimero de CL y embriones transferibles fue mayor
(P<0,05) en el grupo inmunizado contra la inhibina (6,2 £ 1,0) que en el grupo control
(3,1 £ 0,7), mostrando ademas que los grupos de mejor respuesta correspondian a los

que tenian los titulos de anticuerpos contra la inhibina por encima del 10%.

Somatotropina

La somatotropina bovina (bST) induce la sintesis y secrecion de los factores de
crecimiento similares a la insulina (IGF), los cuales juegan un papel importante en el
desarrollo folicular. Rieger et al. (1991), realizaron un estudio en donantes de raza
Holstein donde se superovularon vacas con o sin tratamiento con bST. Al grupo bST se
le administrd por cada inyeccion de FSH 20 mg de bST i.m., en 2,0 ml de solucion
salina (dosis total 160 mg). Los resultados mostraron que ni en el total de embriones

colectados, ni en el ndmero de embriones transferibles existieron diferencias
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significativas entre los grupos (total de embriones 7,2 £ 6,6 y 8,3 = 5,3; embriones
transferibles 5,2 + 45 y 53 + 4,0; en los grupos control y bST respectivamente),
mientras que la proporcion de embriones transferibles fue significativamente mayor en
el control (76,5% = 26,7%) que en el grupo bST (58,8% + 31,1%). Moreira et al. (2002)
decidieron evaluar el efecto de la bST al momento de la inseminacién, ya que estudios
in vitro demostraron que la bST y el IGF-1 contribuyen a un mejor desarrollo
embrionario y, por ende, a la calidad de éstos. Los animales fueron divididos en 2
grupos: grupo control y grupo bST (500 mg de bST en una sola dosis). Las vacas fueron
inseminadas 12 y 24 horas después de detectado el celo y tratadas con bST con la
primera inseminacion. No hubo diferencias en el nimero total de estructuras colectadas
(9,4 £ 1,5 contra 9,3 + 1,4 de los grupos control y bST respectivamente). ElI nimero de
ovocitos sin fertilizar se vio reducido (P<0,04) en el grupo bST (1,0 £ 0,9) comparado
con el control (3,7 £ 0,9), dando asi una diferencia numérica, pero sin llegar a ser
significativa, a favor del grupo bST de embriones transferibles (7,4 £ 1,4) comparado
con el grupo control (4,5 + 1,4). A pesar que los trabajos iniciales mostraron un posible
efecto benéfico en el uso de bST en vacas superovuladas, una revision reciente de los
trabajos publicados al respecto no encontrd evidencias significativas que el tratamiento
con bST aumente el nimero de ovulaciones o embriones transferibles (Lucy, 2012).

Cantidad de FSH y LH en momentos distintos del tratamiento superestimulatorio

Con estudios mas recientes podemos ver que una cantidad mayor de LH al final
de la superestimulacion podria ser necesaria para producir una mayor respuesta al
tratamiento. En un estudio Reano et al. (2009) observaron que cuando reemplazaban las
ultimas dos dosis de Folltropin-V por eCG (200 Ul por aplicacion) la cantidad colectada
de embriones transferibles fue significativamente mayor comparada con el control (6,4
+ 1,1 vs 10,7 £ 1,2, para el grupo control y el grupo eCG y respectivamente; P=0,04).
En otro estudio realizado por Cifuentes et al. (2009) se administro eCG (200 Ul por
aplicacion) junto con las dos ultimas dosis de Folltropin-V y también encontré un
aumento significativo del nimero de embriones transferibles (4,6 + 0,6 vs 8,9 +1,0, en
los grupos control 0 eCG, respectivamente; P<0,0001).

Con estos estudios recientes (Cifuentes et al., 2009; Reano, et al., 2009), y los
vistos anteriormente (Willmott et al., 1990; Mapletoft et al., 1991; Tribulo et al., 1991;
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Chupin et al., 1994) podemos hipotetizar que al inicio del tratamiento
superestimulatorio es conveniente utilizar hormonas con la minima cantidad de
actividad LH, pero que en las etapas finales del tratamiento es necesaria una elevacién
de esta hormona, cuando los foliculos en crecimiento pasan a ser mas LH dependientes,
pero sin que se llegue a producir la activacion del ovocito previo a la ovulacion (Moor
etal., 1984).

ALTERNATIVAS DE TRATAMIENTOS SUPERESTIMULATORIOS SIN EL
USO DE ESTROGENOS

Desde octubre del 2006 el uso de estrégenos ha sido restringido en paises de la
Union Europea, debido a cuestiones politicas y de presion publica ya que hay
preocupaciones de los efectos que pudieran producir los estrogenos en la cadena
alimenticia del ser humano (Lane et al.,, 2008). Estas conclusiones derivan de
resultados de estudios realizados en la década del 50 con muy altas dosis de estradiol en
ratones, que indicaron que los estrégenos podrian ser cancerigenos. Actualmente otros
paises como USA y Nueva Zelandia ya se han unido a la restriccion del uso de
estrégeno, lo cual deja a muchos profesionales que realizan transferencia de embriones

en un serio dilema.

Asi como se prohibid en dichas regiones se puede llegar a prohibir en todo el
mundo en algin momento. Esto lleva a una problematica ya que reduciria
considerablemente la posibilidad de superovular vacas en la escala en que se estaba
realizando, lo que significaria una disminucién de la posibilidad de mejoramiento
genético rapido por este medio. Por lo tanto, tenemos la necesidad de buscar protocolos
alternativos de superovulacion que sean practicos, efectivos y no requieran el uso de

estrégenos.

Una alternativa al uso de estradiol consiste en eliminar, por puncién guiada por
ultrasonografia, todos los foliculos mayores a 4 mm. Con esto la nueva onda folicular se
inicia aproximadamente 36 h después (Bergfelt et al., 1994). De esta manera se puede
comenzar la superovulacion uno o dos dias después de la ablacion del foliculo
dominante (Bungarts y Niemann, 1994; Beal, 1999; Kim et al., 2001) o de todos los
foliculos (Hill y Kuehner, 1996; Bergfelt et al., 1997). El inconveniente que tiene este
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método es que hay que contar con un equipo costoso y personal capacitado para realizar
dicho trabajo.

Otra alternativa es la utilizacion de GnRH o LH para la ovulacion del foliculo
dominante (Macmillan y Thatcher, 1991) y asi tener el inicio de la nueva onda folicular
aproximadamente 2 dias después (Pursley et al., 1995). Pero el comienzo de onda es
sincronizado solamente cuando el tratamiento resulta en ovulacién (Martinez et al.,
1999). Colazo et al. (2007b) reportaron en un trabajo realizado con vacas de leche en
lactancia un promedio de ovulaciéon de 62,4% cuando se trataron con 25 mg de LH
porcina (pLH; Lutropin-V, Bioniche Animal Health, Canada) y un 44,3% cuando se
trataron con GnRH (P< 0,01). Otro estudio mostrd un promedio de ovulacion de 78% y
56% en vaquillonas tratadas con pLH o GnRH respectivamente (Martinez et al., 1999).
La incidencia de ovulacion en respuesta a la GnRH o pLH en vacas de carne con cria al
pie parecen ser mas similares a las vaquillonas que a las vacas de leche en lactancia
,aproximadamente 60% (Colazo et al., 2007a). Por esta razon, los tratamientos con
GnRH antes de la superestimulacion han resultado en menores respuestas
superovulatorias que los tratamientos iniciados luego de la aspiracion folicular (Deyo et
al., 2001).

Otra alternativa puede ser la regulacion negativa de la glandula pituitaria. Se ha
demostrado en el bovino que luego de la administracion experimental con un agonista
de la GnRH, los foliculos crecieron hasta 8 mm de didmetro cuando se inhibio la
liberacion de LH y hasta 4 mm de didmetro cuando se inhibieron tanto la liberacion
FSH como los pulsos de LH (Gong et al., 1996). D’Occhio et al. (1997) encontraron
respuestas superovulatorias similares en vacas tratadas con implantes del super-agonista
de GnRH deslorelina 7 dias antes del inicio de la superestimulacion y vacas tratadas con
benzoato de estradiol y dispositivos con P4 4 dias antes del inicio de la
superestimulacion. Lamentablemente estos implantes no estan disponibles en el

mercado.

Otra manera de inhibir la liberacion de GnRH puede ser la utilizacion de una
vacuna anti-GnRH (Crowe et al., 1993; Prendiville et al., 1995). Los resultados de su
aplicacion mostraron que los foliculos crecieron hasta 3 mm y que el crecimiento pudo

ser reanudado con tratamientos con FSH (Crowe et al., 1993). La tasa de crecimiento
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gue tuvieron en respuesta a la FSH exdgena fue similar a los controles (Crowe et al.,
1993). Nuevamente estas vacunas no estan por ahora disponibles en el mercado y
ademas una vez que los animales son vacunados existen dudas sobre la posibilidad de

prefiar a esos animales después del tratamiento.

Un método que también ha sido investigado es iniciar el tratamiento con FSH en
el momento de emergencia de la primera onda folicular. La primera onda emerge en el
dia de la ovulacion, o el dia posterior del comienzo del estro y no hay diferencias entre
los animales de dos o tres ondas foliculares por ciclo estral (Ginther et al., 1989D).
Nasser et al. (1993) demostraron que la superestimulacion puede ser iniciada con éxito
en el momento de emergencia de la primera onda folicular y Adams (1994) demostraron
que la respuesta superovulatoria no difirié cuando los tratamientos con gonadotropinas
fueron iniciados en el momento de la emergencia de la primera o segunda onda
folicular. Sin embargo, debe insertarse un dispositivo con P4 en el momento de iniciar
los tratamientos para facilitar la regresion luteal (Bé et al., 2007) y para mejorar la
calidad del ovocito/embrion (Nasser et al 2011; Rivera et al, 2011). El punto es
determinar el momento de la ovulacién con ultrasonografia o iniciar los tratamientos un
dia después de comienzo el estro. Para evitar la necesidad de detectar estro u ovulacion,
Nasser et al. (2011) indujo una ovulacion sincrénica en vacas Nelore (Bos indicus) con
un protocolo iniciado en el Dia 0 con la administracion de estradiol y CIDR (Pfizer
Salud Animal), en el Dia 5 coloc6 PGF; retir6 el CIDR el Dia 8 seguida por la
administracion de pLH 24 h después. Los tratamientos superovulatorios fueron
iniciados 24 h después de la pLH. No hubo diferencia en el niumero de embriones
transferibles entre este grupo (8.0 £ 1,8) y el control que fue tratado en estradiol y P4
cuatro dias antes de la FSH (6.6 £ 2.0), pero ambos tuvieron un mayor ndmero de
embriones que si los tratamientos se iniciaban en el momento de emergencia de la
primera onda pero sin la reinsercion de un nuevo CIDR durante las aplicaciones de FSH
(0.2 £ 0.2; P<0.05).

Para iniciar la superestimulacion en el comienzo de una onda folicular se podria
tambieén inducir el crecimiento de un foliculo persistente utilizando dispositivos con P4
(Savio et al., 1993; Stock y Fortune, 1993) y la administracion de una inyeccion de P4
al final del tratamiento (Anderson y Day, 1994). Este tratamiento resulto en la regresion

de un foliculo persistente y el desarrollo subsiguiente de una nueva onda folicular en
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aproximadamente 3 a 5 dias. Sin embargo, en un trabajo en el cual se administré un
CIDR usado y una inyeccién de 150 mg de P4 en el dia 13 del ciclo, no hubo alteracion
en el patron de la onda folicular (Colazo et al., 2007a). En otro estudio la
administracion de 300 mg diarios de P4 durante la fase estatica de crecimiento del
foliculo dominante suprimid el crecimiento y acorto la vida media del foliculo
dominante (Adams et al., 1992b). Pero la emergencia de la proxima onda fue variable

en este Ultimo caso.

Finalmente otra posibilidad es la induccion de la ovulacion del foliculo
persistente mediante la aplicacion de GnRH o pLH. En trabajos realizados en Canada
por Small et al. (2009), la administracion de GnRH en vacas que habian sido
previamente tratadas con un CIDR reutilizado por 7 a 10 dias y PGF en el momento de
la insercion del CIDR, resultaron en la ovulacion del foliculo dominante dentro de las
30 h de la administracion de GnRH y el comienzo de una onda folicular.
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HIPOTESIS

Los tratamientos superovulatorios iniciados en la primera onda folicular que se
desarrolla al momento de la ovulacion de un foliculo persistente, resultan en una
respuesta similar a los iniciados 4 dias despues de la aplicacion de estrégenos y

progesterona.

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un protocolo de superovulacion de la primera onda folicular,

utilizando dispositivos liberadores de progesterona y GnRH, sin el uso de estradiol.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto de la sincronizacion de la primera onda folicular, utilizando un
protocolo con dispositivos liberadores de progesterona y GnRH, sobre la respuesta

superovulatoria de donantes de embriones (experimento 1).

Evaluar el efecto de la duracion del pretratamiento con dispositivos liberadores
de progesterona previo a la aplicacion de GnRH en la respuesta superovulatoria de

donantes de embriones (experimento 2).

Comparar la respuesta superovulatoria de donantes de embriones en las cuales el
dispositivo liberador de progesterona fue removido o no previo al tratamiento de
induccion de la ovulacién con GnRH (experimento 3).

Comparar la respuesta superovulatoria al tratamiento de FSH por cinco dias (10
aplicaciones) o por cuatro dias (8 aplicaciones) en donantes de embriones superovuladas
durante la primera onda folicular inducida con GnRH (experimento 4).

Evaluar el efecto de la aplicacion de la segunda PGF durante el pre-tratamiento
con dispositivos liberadores de progesterona sobre la respuesta superovulatoria en
donantes de embriones (experimento 5).
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CAPITULO 2
MATERIALES Y METODOS

ANIMALES Y TRATAMIENTOS UTILIZADOS

En los experimentos de esta tesis se utilizaron vacas adultas (menores a 7 afos)
y vaquillonas (con al menos un 70% de su peso esperado en su estado adulto) de razas

para carne, ciclando y con una condicion corporal entre 3 y 4 (escala del 1 al 5).

EXPERIMENTO 1

Se utilizaron 68 donantes, 29 vacas y 39 vaquillonas, de la raza Bonsmara, del
Establecimiento “El Mangrullo” ubicados en la localidad de Lavalle, Santiago del
Estero, Argentina. Los tratamientos fueron realizados entre los meses de octubre y
diciembre del 2006. Dichas donantes fueron blogueadas por categoria (vacas y
vaquillonas) para asignarles las dosis de hormona superovulatoria y luego fueron

distribuidas al azar entre los dos grupos de tratamiento.

Tratamiento P4 + EB

Todos los animales recibieron en el Dia -4 (Dia 0 = inicio de la superovulacion)
un dispositivo intravaginal liberador de P4 (Cue-Mate, Bioniche Animal Health,
Canada). El Cue-Mate consiste en una estructura en forma de “Y” de plastico rigido y
dos capuchones de silicona impregnados con 0,78 g de P4 cada uno. En el mismo
momento se les inyectd 2 mg de benzoato de estradiol i.m. (EB, Bioestradiol, Biotay
S.A., Argentina) y 50 mg de P4 i.m. (Laboratorio Rio de Janeiro, Argentina). El Dia 0
se inici6 el tratamiento superovulatorio con 320 mg (vacas), 260 mg (vaquillonas de 18
meses 0 mas) o 200 mg (vaquillonas de entre 15 y 18 meses) NIH-FSH-P1 de
Folltropin-V (Bioniche Animal Health) que fue administrado cada 12 h en dosis
decrecientes durante 5 dias (10 aplicaciones) (Nasser et al., 2011). Todas las donantes
recibieron prostaglandina F2a. (PGF, 150 ug D (+) cloprostenol, Bioprost, Biotay S.A.)
con las dos ultimas aplicaciones de Folltropin-V. EI Cue-Mate fue retirado con la ultima
aplicacion de Folltropin-V y las donantes recibieron a las 24 h 12,5 mg de pLH
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(Lutropin-V, Bioniche Animal Health). Todos los animales fueron IATF 12 y 24 h
después. Los embriones fueron colectados por el método no quirdrgico a los 7 dias de la
pLH vy clasificados de acuerdo a las recomendaciones de la Sociedad Internacional de
Transferencia de Embriones (IETS, 2000). El tratamiento esta graficado en la Figura

2.1.

EB 2 mg PGF (D4 pm Colecta
P4 50 mg D5 am) oLl A A de Emb.
CUEMATE :
B A
v — A\ A\
| A |
I I I I
D-4 DO D4 D5 D6 D6 D7 D 13
PM PM PM AM AM PM AM

Figura 2.1. Esquema de tratamiento del Grupo EB + P4.

Tratamiento Primera Onda — Pretratamiento por 10 d

Todos los animales recibieron el Dia -13 un Cue-Mate junto con una dosis de
PGF. El Dia -3 se retir6 el dispositivo y los animales recibieron otra dosis de PGF. A las
36 h se les aplico una dosis de GnRH (50 pg de Lecirelina, Gestran Plus, Arsa S.R.L.)
para inducir la ovulacion (dentro de las 30 h post-GnRH)(Small et al 2009). A las 36 h
post-GnRH (Dia 0) se introdujo un Cue-Mate nuevo y se inicié el tratamiento

superovulatorio de la misma manera que en el tratamiento control hasta el momento de

la coleccion de los embriones.

PGF (D4 pm

jaeo am) Colecta

PGF PGF GnRH de Emb.
pLH

Y e ¥V ” (A

I I I I I I I I
D-13 D-3 D-1 DO D4 D5 D6 D6 D7 D13

PM PM  AM PM PM AM  AM PM AM AM

Figura 2.2. Esquema de tratamiento del Grupo Primera Onda — Pretratamiento por 10 d.
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EXPERIMENTO 2

Para este experimento se utilizaron 11 donantes de la raza Brangus, 6
vaquillonas y 5 vacas del Establecimiento IRAC-BIOGEN, ubicadas en la localidad de
Villa del Totoral, al norte de la provincia de Cdrdoba, Argentina. Este experimento se
realizd entre los meses de mayo y diciembre del 2007. Las donantes fueron bloqueadas
segun la categoria para recibir Folltropin-V (320 y 200 mg NIH-FSH-P1 de Folltropin-
V vacas y vaquillonas respectivamente) y asignadas a cuatro grupos de tratamientos. Se
realizaron cuatro réplicas y todos los animales pasaron por los cuatro tratamientos en un

disefio cross-over.

Tratamiento P4 + EB

Se realizo de la misma manera que el tratamiento del mismo nombre del

Experimento 1.

EB 2 mg PGF (D4 pm Colecta
P4 50 mg y D5 am) pLH A A de Emb.
CUEMATE :
v FSH .y y v
T Y |
I I I
D-4 DO D4 D5 D6 D6 D7 D 13
PM PM PM AM AM PM AM

Figura 2.3. Esquema de tratamiento del Grupo EB + P4.

Tratamiento Primera Onda — Pretratamiento por 10 d

Este tratamiento fue realizado de la misma manera que el tratamiento del mismo

nombre del Experimento 1.
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PGF (D4 pm

TBEE Colecta

PGF PGF  GnRH
pLH IA IA DA

S H Vv

I I I I I I I I
D-13 D-3 D-1 DO D4 D5 D6 D6 D7 D13

PM PM  AM PM PM AM  AM PM AM AM

Figura 2.4. Esquema de tratamiento del Grupo Primera Onda — Pretratamiento por 10 d.

Tratamiento Primera Onda - Pretratamiento por 5 d

En este grupo los animales recibieron el Dia -8 un Cue-Mate junto con una dosis
de PGF. EIl Dia -3 se retird el dispositivo y las donantes recibieron otra dosis de PGF,
Las siguientes aplicaciones de GnRH, Folltropin-V, la introduccién del nuevo Cue-
Mate, PGF, pLH, IATF y colecta de embriones fueron realizadas de la misma manera

que en el tratamiento Primera Onda — Pretratamiento por 10 d.

PGF (D4 pm

T BEE) Colecta

PGF PGF GnRH de Emb.
pLH

s TRV v

[ 1 [ [ [ [ I
D-8 D-3 D-1 DO D4 D5 D6 D6 D7 D13

PM PM  AM PM PM AM AM PM AM AM

Figura 2.5. Esquema de tratamiento del Grupo Primera Onda — Pretratamiento por 5 d.

Tratamiento Primera Onda - Pretratamiento por 5 d, Cue-Mate con 0,789 de P4
En este grupo los animales recibieron el mismo Tratamiento Primera Onda —

Pretratamiento por 5 d, con la Unica diferencia de que el Cue-Mate que se introdujo el

Dia -8 tenia solo uno de los capuchones impregnado con P4 (0,78 g de P4) y el otro
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capuchdn no contenia P4, conteniendo asi el dispositivo intravaginal la mitad de P4 que

originalmente posee.

PGF (D4 pm
y D5 am)

: : Colecta
PGF PGF GnRH i de Emb.

¢ CUEMATE (0,78 g ¢ i CUEMATEE pLH¢ |A¢ x\ ¢
Pa) FSHN, N
| L1 | T T | L |

[ o [ [ [ [ I
D-8 D-3 D-1 DO D4 D5 D6 D6 D7 D13

PM PM  AM PM PM AM  AM PM AM AM

Figura 2.6. Esquema de tratamiento del Grupo Primera Onda — Pretratamiento por 5 d,
Cue-Mate con 0,78g de P4.

EXPERIMENTO 3

Se utilizaron 37 donantes de embriones de la raza Aberdeen Angus, 27 vacas y
10 vaquillonas del Establecmiento IRAC-BIOGEN, ubicados en la localidad de Villa
del Totoral, al norte de la provincia de Cérdoba, Argentina. Este experimento se realizo
entre los meses de octubre del 2007 y febrero del 2008, las donantes fueron blogueadas
de acuerdo a la dosis de Folltropin-V como en el Experimento 2. El experimento tuvo
dos réplicas y cada una de las donantes pasd por cada uno de los tratamientos en un

disefio cross-over.
Tratamiento Primera Onda - Pretratamiento por 5 d
Este tratamiento fue realizado de la misma manera que el tratamiento del mismo

nombre del Experimento 2. En este experimento se utilizo el Cue-Mate con los dos
capuchones de P4 (1,56 g de P4 totales).

32



PGF (D4 pm

y D5 am)
PGF — F— Colecta
n : H
i i pLH IA N e
»l/ \L CUEMATE | ‘l’ ‘l’ ‘l’ ‘l’
CUEMATE FSH Y Y
| | | | | | | |
| 1 | | | | | | |
D-8 D-3 D-1 DO D4 D5 D6 D6 D7 D13
PM PM AM  PM PM AM AM PM  AM AM

Figura 2.7. Esquema de tratamiento del Grupo Primera Onda — Pretratamiento por 5 d.

Tratamiento Primera Onda — Pretratamiento sin remocién del dispositivo

En este grupo los animales fueron tratados como el grupo anterior con la
diferencia que el Cue-Mate fue mantenido durante todo el protocolo de pretratamiento y
superestimulacion, sin retirarse en el momento que ser realiza la GnRH para inducir la

ovulacion del foliculo persistente.

PGF (D4 pm
PGF y D5 am) Colecta
de Emb.

\L v vV FSH | Ep'-i 'A\l/if\ .

CUEMATE
| | | Yy | |
| 1 ! — ! — |

D-8 D-3 D-1 DO D4 D5 D6 D6 D7 D13
PM PM  AM PM PM AM AM PM AM AM

Figura 2.8. Esquema de tratamiento del Grupo Primera Onda — Pretramiento sin
remocion del dispositivo.

EXPERIMENTO 4

Se utilizaron 24 vacas de razas para carne (18 Simmental y 6 Aberdeen Angus),
ubicadas en la localidad de Villa del Totoral, al norte de la provincia de Cérdoba,
Argentina. Este experimento se realizd entre los meses de octubre, febrero y julio del

2008. En este caso todas las donantes fueron superovuladas con 400 mg NIH-FSH-P1
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de Folltropin-V. El experimento tuvo dos réplicas, cada una de las donantes pasé por

cada uno de los tratamientos en un disefio cross-over.

Tratamiento Primera Onda — Pretratamiento sin remocién del dispositivo y con
FSH por 5d

En este grupo los animales fueron tratados de la misma manera que en el
tratamiento llamado de la misma manera del Experimento 3. Los tratamientos con 400
mg Folltropin-V por 5 dias fueron realizados de la siguiente manera: Dia 0 pm y Dia 1
am 70 mg, Dia 1 pm y Dia 2 am 50 mg, Dia 2 pm y 3 am 40 mg, Dia 3 pm y 4 am 30
mg, Dia 5 am 10 mg.

PGF (D4 pm y
D5 am)

PGF PGF GnRH Colecta

R .+ A 4 dSEMP
CUEMATE \l/ \l/ »l/ »l/

Y Y | Y Y | | | |

| l | l | | | | | |
D-8 D-3 D-1 DO D4 D5 D6 D6 D7 D13

PM PM AM PM PM AM AM PM  AM

Figura 2.9. Esquema de tratamiento del Grupo Primera Onda - Pretratamiento sin
remocion del dispositivo y con FSH por 5 dias.

Tratamiento Primera Onda — Pretratamiento sin remocion del dispositivo y FSH

por4d

En este grupo los animales recibieron el pretratamiento de la misma manera que
el tratamiento anterior. Las donantes recibieron las misma dosis total de Folltropin-V
(400 mg) pero fueron divididas en 8 aplicaciones cada 12 h durante 4 dias de la
siguiente manera: Dia 0 pm y Dia 1 am 80 mg, Dia 1 pm y Dia 2 am 60 mg, Dia2 pmy
3 am 40 mg, Dia 3 pm y 4 am 20 mg.

Las inyecciones PGF, pLH, IATF y colecta de los embriones fueron realizadas

como en el Grupo de FSH por 5 dias, con la diferencia que al aplicar solamente 4 dias
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de FSH todas las siguientes aplicaciones pasaron a ser 24 h antes, durando asi un dia
menos la totalidad del tratamiento como se lo puede ver en la Figura 2.10.

PGF (D3 pm y
D4 am)
PGF PGF GnRH Colecta

_ FSH | | pLH TAgiee v

S

D-8 D-3 D-1 DO D3 D4 D5 D5 D6 D12
PM PM  AM PM PM AM  AM PM AM

Figura 2.10. Esquema de tratamiento del Grupo Primera Onda, Pretratamiento sin
remocién del dispositivo y con FSH por 4 dias.

EXPERIMENTO 5

Se utilizaron 14 vacas de la raza Simmental, ubicadas en el Centro de
Investigacion y Capacitacion IRAC-BIOGEN, ubicado en el paraje de Pozo del Tigre,
localidad de General Paz, provincia de Cordoba, Argentina. Este experimento se realizd
entre los meses de agosto y noviembre del 2008. En este caso todas las donantes fueron
superovuladas con 400 mg NIH-FSH-P1 de Folltropin-V. El experimento tuvo tres
réplicas y cada una de las donantes paso por cada uno de los tratamientos en un disefio

Cross-over.

Tratamiento Primera Onda — Pretratamiento sin remocion de dispositivo y FSH

por4d

En este grupo los animales fueron tratados igual que en el grupo que se utilizé el

tratamiento llamado de la misma manera del experimento 4.
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PGF (D3 pm y
D4 am)

PGF PGF GnRH i i Colecta
P FSH i | pLH e PPE

T vy vV

I I I I I I I I I I
D-8 D-3 D-1 DO D3 D4 D5 D5 D6 D12

PM PM  AM PM PM AM AM PM AM

Figura 2.11. Esquema de tratamiento del Grupo Primera Onda - Pretratamiento sin
remocion del dispositivo y con FSH por 4 dias (nombre abreviado Primera onda con
PGF en el Dia -3).

Tratamiento Primera Onda — Pretratamiento sin remocion del dispositivo, sin PGF
enel Dia-3 y FSH por 4 d

Este grupo de tratamiento fue similar al grupo anterior con la Unica diferencia de
que no se le aplicé prostaglandina en el Dia -3.

PGF (D3 pm y
D4 am)

PGF GnRH : : Colecta
' FSH | | pLH P (e

CUéMATE . ¢ |A¢ ¢ ¢
| - rr v+ |

D-8 D-1 DO D3 D4 D5 D5 D6 D12
PM AM PM PM AM AM PM AM

Figura 2.12. Esquema de tratamiento del Grupo Primera Onda - Pretratamiento sin
remocion del dispositivo, sin PGF en el Dia -3 y con FSH por 4 dias (nombre abreviado
Primera Onda, sin PGF en el Dia -3).

Tratamiento P4 + EB

En este grupo los animales fueron tratados igual que en el grupo que se utilizé el

tratamiento llamado de la misma manera del experimento 1.
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EB 2,5 mg PGF (D3 pm Colecta

P4 50 mg D4 am) pLH A A de Emb.
CUEMATE H
v H Yy v
| T Y |
I I I I
D-4 DO D3 D4 D5 D5 D6 D12
PM PM PM AM AM PM AM

Figura 2.13. Esquema de tratamiento del Grupo EB + P4

ULTRASONOGRAFIA

Todas las donantes fueron examinadas por ultrasonografia (Falco 100, con
transductor de 8 mHZ, Pie-Medical, Holanda) en el dia de comienzo del experimento
para determinar la normalidad del tracto reproductivo y ciclicidad (presencia de un CL).
Las donantes de los experimentos 2 y 3 fueron ademas examinadas cada 12 h, desde el
momento de la remocidn del Cue-Mate en el pretratamiento hasta la tercera aplicacion
de FSH, para determinar la efectividad de la aplicacion de GnRH en la induccién de la
ovulacion. Se determiné como momento de ovulacion cuando se dejo de ver el foliculo

preovulatorio.

2 —

—_—

e =7 = J—]
g fromy

Figura 2.14. Ecdgrafo Falco 100, Pie Medical.
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Figura 2.16 Imagen ultrasonongrafica de un ovario de una vaca con un foliculo
preovulatorio.

Figura 2.17. Imagen ultrasonografica de un ovario de una vaca con foliculos pequefios,
sin foliculo dominante evidente.

COLECTA Y CLASIFICACION DE LOS EMBRIONES

Los embriones fueron colectados a los 7 dias de la pLH por medio de la técnica
no quirdrgica. Se lavaron los cuernos uterinos con solucion de PBS con surfactantes
(Pictor-Gen, Argentina) y se colecto este liquido en filtros ideados para la técnica que

tienen una malla de 50 p (Millipore, Brazil). Posteriormente en el laboratorio se
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buscaron las estructuras colectadas por medio de lupas estereoscopicas de luz indirecta
y con hasta 50 aumentos.

Se lavaron, evaluaron y clasificaron los embriones de acuerdo a las
recomendaciones de la Asociacion Internacional de Transferencia de Embriones (IETS,
2000).

A-Ovocito infertilizado, B-M6rula temprana, C-Mérula, D-Blastocito inicial, E- Blastocito, F-Blastocito expandido,
G-Blastocito eclosionando, H-Blastocito eclosionado, I-Embrion degenerado.

Figura 2.18. Fotos de ovocitos y embriones.
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Mobérulas. A-Gradol, B-Grado 2, C-Grado 3, D-Degenerado.

Figura 2.19. Clasificacion de embriones en el estadio de Moérula de acuerdo a la
integridad de las blastomeras.

ANALISIS ESTADISTICO

Se evalud la respuesta superovulatoria por el numero y calidad de los embriones
obtenidos. Los datos provenientes de conteos como numero de estructuras totales
colectadas (ovocitos/embriones colectados), ovocitos fertilizados y embriones
transferibles (Grado 1, 2 y 3 segun IETS, 2000), fueron analizados por ANAVA para
determinar el efecto de la categoria (vacas vs vaquillonas), replica, tratamiento y sus
interacciones. En los experimentos que se evaluaron mas de dos grupos se utiliz6 a
posteriori el método LSD para detectar diferencias entre las medias. Por la naturaleza de
los datos (las varianzas no son homogeneas) estos se transformaron a raiz cuadrada
antes de ser analizados por ANAVA. Los datos proporcionales como tasa de ovulacion
fueron evaluados por test no paramétricos (Chi cuadrado). Para todo el analisis
estadistico se utilizo el Software InfoStat/P, UNC (InfoStat, 2007).
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CAPITULO 3

RESULTADOS

EXPERIMENTO 1

Los resultados de las respuestas superovulatorias y produccién de embriones de
las donantes en ambos grupos de tratamiento (P4 + EB vs Primera Onda -
Pretratamiento por 10 d) se muestran en la Tabla 3.1. No hubo diferencias significativas

entre los grupos de tratamiento en ninguna de la variables analizadas (P>0,1).

Tabla 3.1. Respuesta superovulatoria y produccion de embriones de donantes
superestimuladas 4 dias después de la aplicacion de progesterona y estradiol o en la
primera onda de desarrollo folicular después de la aplicacion de GnRH (Medias + E.E.).

Cuerpos | Ovocitos/ | Ovocitos | Embriones | Embriones
Grupos de ) .
_ n | Luteos | embriones Grado Grado
Tratamiento »
Palpados | colectados | Fertilizados ly2 1,2y3

P4 + EB 34| 14,3+0,9 | 11,0+14 6,3+1,1 4,5+0,9 5,1+0,9

Primera Onda

] 34| 12,7+1,2 8,4+1,4 5,2+1,1 3,0+0,6 3,7+0,8
Pretratamiento

por 10 d

Valor-P 0,3931 0,0976 0,2419 0,1088 0,1008
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EXPERIMENTO 2

Como se puede ver en la tabla 3.2 ovularon en total 84,8% de las donantes

tratadas (28/33) y la ovulacion ocurrié a las 33,0 £ 1,3 h (Media = E.E.). No se

encontraron diferencias significativas ni en el porcentaje de ovulacion (P>0,16) nien la

hora media de la misma (P>0,49) entre los tres tratamientos realizados.

Tabla 3.2. Efecto de la duracion del tratamiento con un dispositivo intravaginal con
progesterona (10 vs 5 dias) y de la concentracion de progesterona en el dispositivo (1,56
g vs 0,78 g) sobre la respuesta ovulatoria a la GnRH (Medias = E.E.).

Horas desde la GhRH

Grupos de ) y
) n % de Ovulaciones hasta la ovulacion
Tratamiento
(Rango).
Tratamiento Primera
_ 81,8% 32,0+2,8
Onda — Pretratamiento 11
(9/11) (12-36)
por10d
Primera Onda -
Pretratamiento por 5 d, 1 72,7% 30,0+ 3,2
Cue-Mate con 0,78g de (8/11) (12-36)
P4
Primera Onda - 1 100,0% 36,0+0,0
Pretratamiento por 5d (11/11) (36)
Valor P 0,1645 0,4987

Las variables analizadas de los datos que resultaron de la colecta de embriones

no difirieron significativamente (P>0,8) entre los grupos de tratamiento como se puede

apreciar en la tabla 3.3.
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Tabla 3.3. Respuesta superovulatoria y produccion de embriones de donantes
superestimuladas 4 dias después de la aplicacion de progesterona y estradiol o en la
primera onda de desarrollo folicular después de un pretratamiento con un dispositivo
con progesterona y la aplicacion de GnRH (Medias + E.E.).

Cuerpos | Ovocitos/ ) Embriones | Embriones
Grupos de ) ] Ovocitos
] n Lateos | embriones N Grado Grado
Tratamiento Fertilizados
Palpados | colectados ly2 1,2y3

Tratamiento
Primera Onda
- 11]112,8+2,1 | 11,3+2,9 7,242,2 4,8+1,4 5,5+1,6
Pretratamiento
por 10 d

Primera Onda

Pretratamiento

11 | 11,8+2,0 | 10,0+2,7 7,621 4,4+1,0 45+10

por 5 d, Cue-
Mate con

0,789 de P4

Primera Onda

] 11 | 12,2423 | 9,8%3,0 7,4+2.7 4942 3 5,2¥2.6
Pretratamiento

por5d

Tratamiento
P4 +EB

11 | 12,5+2,0 | 9,6%2,7 6,0+1,5 4,1+15 5,4+1,6

Valor P 0,8743 0,9122 0,9016 0,9649 0,8456
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EXPERIMENTO 3

En este experimento se realizaron ultrasonografias de la misma manera que en el
experimento 2. Ovularon en total el 87,8 % de las donantes tratadas (65/74) y la
ovulacion ocurrié a las 36,5 £ 0,8 h (Media + E.E.). No se encontraron diferencias
significativas entre los dos tratamientos, ni en el porcentaje de donantes que ovularon
después de la GnRH (P>0,47) ni en la hora media de ovulacién (P>0,81), como se ve
en la tabla 3.4.

Tabla 3.4. Tasa ovulatoria y momento de la ovulacion después de un pretratamiento con
un dispositivo con progesterona y la aplicacion de GnRH. Efecto de la remocién o no
remocion del dispositivo 36 h antes de la GnRH. (Medias + E.E.).

Horas desde la GhnRH
Grupos de ) .
_ n % de Ovulaciones hasta la ovulacion
Tratamiento
(Rango).
Primera Onda — 37 86,5% 36,0+1,3
Pretratamiento por 5 d (32/37) (0-60)
Primera Onda -
Pretramiento sin 37 89,2% 375+£0,7
remocion del (33/37) (36-48)
dispositivo
Valor P 0,8176 0,4767

Los datos analizados de los dias de colectas embrionarias, no difirieron
significativamente (P>0,05) entre los grupos de tratamiento en ninguna de las variables

analizadas, como se puede apreciar en la tabla 3.5.
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Tabla 3.5. Respuesta superovulatoria y produccion de embriones de donantes
superestimuladas en la primera onda de desarrollo folicular después de un
pretratamiento con un dispositivo con progesterona y la aplicacion de GnRH. Efecto de
la remocion o no remocion del dispositivo 36 h antes de la GnRH. (Medias + E.E.).

Cuerpos | Ovocitos/ ) Embriones | Embriones
Grupos de ) ] Ovocitos
] n Luteos embriones N Grado Grado
Tratamiento Fertilizados
Palpados | colectados ly2 1,2y3

Primera Onda

] 37 | 10,7+0,9 8,2+1,0 4.8+0,7 3,8+1,6 4.1+0,6
Pretratamiento

por5d

Primera Onda

Pretratamiento | 37 | 11,7+0,8 9,8+0,9 6,8+0,8 5,3+0,7 5,7+0,7
sin remocion
de dispositivo.

Valor P 0,1116 0,1081 0,1078 0,2412 0,1490
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EXPERIMENTO 4

Los datos que resultaron de las colectas de los embriones, no mostraron ser

diferentes significativamente (P>0,4) en ninguna de las variables que se analizaron entre

los dos grupos de tratamiento, como se puede apreciar en la tabla 3.6

Tabla 3.6. Respuesta superovulatoria y produccion de embriones de donantes
la primera onda de desarrollo folicular después de un
pretratamiento con un dispositivo con progesterona y la aplicacién de GnRH. Efecto del
tramiento con FSH por 4 o 5 dias (Medias + E.E.).

superestimuladas en

Cuerpos | Ovocitos/ ) Embriones | Embriones
Grupos de ] Ovocitos
n Lateos | embriones Grado Grado
Tratamiento Fertilizados
Palpados | colectados ly2 1,2y3
Primera Onda
Pretratamiento
] y 24 | 13,5+1,3 | 13,5£2/4 8,214 6,2+1,1 6,6+1,1
sin remocion
del dispositivo
y FSH por 5d
Primera Onda
Pretratamiento
] » 24 1 12,7+1,1 | 12,019 7,0+1,2 5,0+0,9 5,8+1,0
sin remocion
del dispositivo
y FSH por 4d
Valor P 0,8086 0,5888 0,5658 0,4334 0,6147
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EXPERIMENTO 5

Los datos obtenidos y analizados no mostraron diferencias significativas (P>0,3)
tanto entre los tratamientos que se desarrollaron en la primera onda folicular que
recibieron o0 no PGF en el Dia -3 como con el iniciado 4 dias despues de la aplicacion

de P4 y estradiol, como se muestra en la tabla 3.7.

Tabla 3.7. Respuesta superovulatoria y produccion de embriones de donantes
superestimuladas 4 dias después de la aplicacion de progesterona y estradiol o en la
primera onda de desarrollo folicular, después de un pretratamiento con un dispositivo
con progesterona y GnRH. Efecto de la administracion de una segunda dosis de PGF 5
dias después de la insercion del dispositivo con progesterona (equivalente al Dia -3 del
tratamiento superovulatorio) en las vacas superovuladas en la primera onda. (Medias £
E.E.).

Cuerpos Embriones | Embriones
Grupos de . Estructuras | Estructuras
] n Lateos . Grado Grado
Tratamiento Colectadas | Fertilizadas
Palpados ly2 1,2y3

Primera Onda -
Pretratamiento
14 | 142+14 | 129420 9,8+1,7 5,9+1,2 6,6+1,2
con PGF en el

Dia -3.

Primera Onda -

Pretratamiento
141 129+1,4 11,5+1,7 9,3x15 7,2+15 7,7+1.6

sin PGF en el
Dia -3.
P4 + EB 14 | 145+1,4 | 14,5+28 9,4+2,3 5,615 6,8+1,7
Valor P 0,5332 0,5824 0,8863 0,3829 0,6175
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CAPITULO 4

DISCUSION

Los resultados obtenidos en los experimentos de esta tesis soportan la hipotesis
de que los tratamientos superovulatorios iniciados en la primera onda folicular
desarrollada al momento de la ovulacion de un foliculo persistente, resultan en una

respuesta similar a los iniciados 4 dias después de la aplicacion de estrogenos y P4.

En el experimento 1 se evaluo la eficacia de la superestimulacion en el momento
esperado de emergencia de la primera onda de desarrollo folicular al compararse con la
superestimulacion 4 dias posteriores a la aplicacion de estrégenos y P4, momento en
que se espera la emergencia de una nueva onda folicular (B0 et al, 1994; 1995a; 1996).
Se tomo este tratamiento como control ya que es utilizado por muchos profesionales
alrededor del mundo (Beal, 1999; Baruselli et al., 2006; B0 et al., 2006). Si bien en este
primer experimento preliminar no se evalu6 el nimero de donantes que ovulaba después
de la GnRH, se comprobd que el concepto podria ser viable para continuar con los

trabajos posteriores de desarrollo de un protocolo practico en condiciones comerciales.

Se sabe que si la GnRH es aplicada en momentos al azar del ciclo estral no da
como resultados grandes porcentajes de ovulacion, los cuales oscilan entre el 44% vy el
60% (Martinez et al., 1999; Colazo et al. 2007a; 2007b), esto conlleva a que los
tratamientos con GnRH antes de la superestimulacion den resultados de menores
respuestas superovulatorias que los tratamientos iniciados luego de la aspiracion
folicular o el tratamiento con estradiol (Deyo et al., 2001). Los tratamientos iniciados
después de la ablacion o aspiracion folicular resultan en respuestas similares a los
tratamientos iniciados después de la administracion de estradiol y P4 ya que ambos
tienen como objetivo ser iniciados en la emergencia folicular (Bergfelt et al., 1997; Bo
et al., 2006).

Para lograr un incremento en la respuesta ovulatoria posterior a la aplicacion de
GnRH se realiz6 un tratamiento previo que consistio en la aplicacion de un dispositivo
intravaginal de P4 junto con una dosis de prostaglandina, se retird el dispositivo

intravaginal 10 dias después y se aplico nuevamente prostaglandina en el momento del
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retiro; con esto se esperaba la formacion de un foliculo persistente como ya lo habia
reportado Small et al (2009). ElI fundamento fisioldgico de la administracion de
prostaglandina para lisar al CL e insertar el dispositivo esta basado en los trabajos
realizados por otros autores que encontraron que la P4 liberada por un dispositivo en
una vaca sin CL resulta en niveles subluteales de esta hormona a nivel plasmatico
(Savio et al. 1993; Stock and Fortune, 1993). Estos niveles subluteales de P4 inducen
una alta pulsatilidad de LH que estimula y mantiene el desarrollo del foliculo dominante
y altera el normal recambio de los foliculos, creando como consecuencia un foliculo
persistente. Se aplico la GnRH 36 h posteriores al retiro del dispositivo, para dar lugar a
un descenso de los niveles de P4 y se inicio la administracion de FSH 36 hs después
debido a que se esperaba la ovulacion y por ende la emergencia de la nueva onda de

crecimiento folicular (Ginther et al., 1989b).

Otra decision importante tomada en este experimento fue la colocacion de un
dispositivo intravaginal en el momento que se inicié el tratamiento superovulatorio.
Esto fue diferente a lo realizado originalmente por Nasser et al. (1993) y Adams et al.,
(1994). Sin embargo en trabajos mas recientes se encontrd que es importante la
administracion de una fuente de P4 para que el tratamiento resulte en una buena calidad
embrionaria (Nasser et al, 2011, Rivera et al, 2011). Aké et al. (1999) también
reportaron que los niveles de P4 influencian la calidad embrionaria. En ese experimento
se superovularon vacas 11 dias después del estro por 4 dias en dosis decrecientes. Las
donantes con concentraciones plasmaticas de P4 >3 ng/mL al iniciar la superovulacion,
tuvieron similar promedio de CL que las que tuvieron P4 < 3ng/mL (12,4 vs 10,2;
P>0,05). Sin embargo, se encontré6 una diferencia significativa en el numero de
estructuras colectadas (9,3 vs 4,7; P<0,01) y de embriones transferibles (6,6 vs 3,0;

P<0,01) a favor del grupo con P4 > 3ng/mL.

En vacas no superovuladas, concentraciones de P4 < 1ng/mL durante el
crecimiento folicular resulta en un incremento de la pulsatilidad de LH y que a su vez
causa un foliculo persistente y un dvulo maduro envejecido con reducida calidad
embrionaria. Esto explicado brevemente se da por que reducidas concentraciones de P4
producen una mayor frecuencia de pulsos de GnRH, y esta a su vez incrementa la
liberacion de LH, la cual hace que madure el ovocito prematuramente (Revah y Butler,

1996; Inskeep 2004). Por otra parte la P4 actla en el Utero estimulando y manteniendo
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las funciones necesarias para el desarrollo embrionario temprano, esto con la finalidad
de llevar a cabo la implantacion, placentacion y desarrollo fetal. De acuerdo a esto se ha
afirmado que la sintesis de proteinas uterinas durante el desarrollo embrionario
temprano esta influenciada principalmente por la accién de la P4, la cual es la
responsable de los cambios cualitativos y cuantitativos en el medio ambiente uterino,
controlando la sintesis y secrecion de por lo menos 10 proteinas (Spencer et al, 2004).
Segun esto se asume que deficiencias de P4 podrian causar deficiencias en cuanto a la
nutricion histiotrofica, fuente disponible para el crecimiento, mantenimiento y
supervivencia del conceptus (embrion con todas sus membranas asociadas) (Neider y
Corder, 1982; Spencer et al, 2004).

El experimento 2 se realizé con el fin de evaluar el efecto de la duracion del
pretratamiento con dispositivos liberadores de P4, determinando si era posible reducir
ese periodo de 10 a 5 dias. Asimismo en este periodo corto de pretratamiento se
hicieron dos grupos, uno con un dispositivo Cue-Mate con la cantidad completa de P4
(1,56 g) y en el otro grupo se utilizaron dispositivos con la mitad de P4 (0,78 g). Esto
tenia como objetivo comprobar si una disminucion mayor de los niveles de P4 podia
aumentar la tasa ovulatoria a la GnRH, basado en que los datos anteriormente
reportados en similares pretratamientos fueron obtenidos con dispositivos intravaginales
reutilizados y con una duracion de entre 7 a 10 dias (Colazo et al., 2006; Small et al.,
2009)

En este experimento se realizaron ecografias para determinar el porcentaje de
ovulacion posterior a la aplicacion de GnRH en cada uno de los tres grupos en los que
se esperaba la ovulacion. Los tres tratamientos fueron muy similares con ovulaciones
del 81,8%; 72,7% y del 100% en animales tratados por 10 dias y los tratados por 5 dias,
con 1,56 o 0,78 g de P4, dando un total de 28 ovulaciones sobre un total de 33
tratamientos. El intervalo tampoco fue diferente y el promedio general fue de 33,0 + 1,3
h con un rango de 12 a 36 h. Estos resultados son muy similares a los reportados por
Small et al. (2009), donde las vacas ovularon un foliculo persistente en promedio a las
30 h de aplicada la GnRH, confirmando que el tratamiento con FSH (a las 36 hs post
GnRH) comienza en promedio en el momento de inicio de la primera onda folicular,

aumentando las posibilidades de que los foliculos antrales estén en las mejores
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condiciones para responder a la FSH, tal cual fue propuesto por Nasser et al. (1993,
2011) y confirmado por Adams (1994).

Los resultados de las evaluaciones de las respuestas superovulatorias en los 4
grupos fueron muy similares, tanto en los embriones que podrian ser congelados (Grado
1y 2) como en los transferibles (Grado 1, 2 y 3), situacion similar para las demés
variables evaluadas (CL, ovocitos/embriones totales colectados, ovocitos fertilizados).
Lo anterior confirma conclusiones de reportes anteriores que indican que la
superovulacién en la primera onda de desarrollo folicular se puede realizar con
resultados comparables a las realizadas en otras ondas de desarrollo folicular (Nasser et
al, 1993; Adams, 1994) y a los tratamientos que utilizan estradiol y P4 para sincronizar
el desarrollo folicular (Nasser et al., 2011). Desde el punto de vista practico, el hallazgo
mas importante de este experimento es que se pudo reducir en 5 dias los
pretratamientos, sin que esto afectara la respuesta superovulatoria, obteniendo un

tratamiento mas sencillo, corto y por esto mas aplicable a nivel de campo.

El experimento 3 se realizd con el fin de determinar si era necesario o no la
remocion del dispositivo intravaginal con P4 en el momento de la aplicacion de la
GnRH para producir la subsecuente ovulacion esperada. Para esto se realizaron dos
tratamientos con 37 donantes de embriones, cada una de ellas pasando por cada uno de
los dos tratamientos en un disefio cross-over, como se describié en la materiales y
métodos. Como se vio en los resultados, la tasa de ovulacion general fue muy alta,
87,8% y no hubo diferencias entre los grupos con tasas del 86,5% para el grupo en que
se removio el dispositivo y del 89,2% para el grupo sin remocion de dispositivo. Las
horas medias de ovulacion también fueron muy similares (36,0 + 1,3 y 37,5 = 0,7,

respectivamente).

A pesar que las respuestas superovulatorias no fueron estadisticamente
diferentes entre ambos grupos de tratamiento, se observo una diferencia numérica a
favor del grupo de tratamiento en que no se removié el dispositivo intravaginal. Esto se
puede deber a que probablemente en este grupo la superestimulacién se realiz6 con
niveles de P4 generales mas bajos, ya que al no removerse dicho dispositivo, alguna
parte de la P4 del mismo (aproximadamente el 50%) ya se ha absorbido al inicio de la

superestimulacion, mientras que en el otro grupo de tratamiento en este momento se
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introduce un dispositivo nuevo que contiene la totalidad de P4 y el inicio de la
superestimulacion se realiza con mas P4 circulante. Se puede especular que la mayor
P4 circulante producida al reinsertar un dispositivo nuevo podria tener un efecto
negativo ya que las pulsaciones de LH pueden estar disminuidas en los animales con
niveles de P4 mayores, comparados con los animales con niveles de P4 reducidos
(Goodman y Karsch, 1980; Rahe et al, 1980; Karsch, 1987; Savio et al, 1993; Stock y
Fortune, 993). Estos incrementos numéricos en los tratamientos en que se superestimula
con concentraciones de P4 reducidas, llevan a la hipotesis, de que estas reducidas
concentraciones de P4 conllevan a mayores pulsaciones de LH enddgenas, que pueden
ser beneficiosas al final del tratamiento superestimulatorio como se observé en los
trabajos en los cuales se intentdé aumentar la cantidad de LH al final de la
superestimulacion con tratamientos con eCG (Cifuentes et al. 2009; Reano et al., 2009)
0 LH porcina (Barros et al., 2010). Ademas de los resultados nombrados anteriormente
Price et al. (1999) estudiaron la pulsatilidad de la LH en vacas superovuladas,
encontrando una menor pulsatilidad en la vacas tratadas con Folltropin-V que en las no
tratadas y proponiendo que un aumento de la pulsatilidad de la LH podria mejorar la
calidad y cantidad de embriones obtenidos. A pesar que es muy dificil y poco practico
tratar de recomponer la pulsatilidad de la LH con pequefias inyecciones, se podria
pensar que una disminucion de la P4 enddgena podria tener el mismo resultado al

disminuir el efecto de feed back negativo de la P4 sobre la pulsatilidad de la GnRH/LH.

El experimento 4 fue realizado para evaluar la duracion (cantidad de
aplicaciones cada 12 h) del tratamiento con FSH y su efecto sobre la respuesta
superovulatoria de la primera onda folicular. Para lo anterior se comparo el tratamiento
de 8 aplicaciones de FSH cada 12 h (para un total de 4 dias) con el de 10 aplicaciones
de FSH cada 12 h (para un total de 5 dias). Cabe mencionar que la dosis de hormona
total fue la misma en los dos grupos de tratamiento, o sea en el grupo de 4 dias de
aplicaciones de FSH se inyectaba méas porcentaje de hormona en cada aplicacion como
esta descripto en materiales y métodos. Los resultados en este experimento muestran
qgue no hubo diferencias entre los dos grupos de tratamiento en todas las variables
analizadas. Son et al. (2007) reportaron similares respuestas superovulatorias cuando
superestimularon vacas coreanas nativas, durante 3 dias de FSH (6 aplicaciones cada
12h) o 4 dias (8 aplicaciones cada 12h). También hay trabajos de la década de los 80°s
gue demostraron que cuando se redujo la duracién del tratamiento de 5 a 4 dias no
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hubieron diferencias significativas en las respuestas superovulatorias (Mapletoft et al.,
1988). No obstante estos trabajos encontraron una menor respuesta cuando se acorto el
tratamiento con FSH a 3 dias (Garcia et al, 1982; Mapletoft et al, 1988).

El otro factor que podria haber alterado la respuesta superovulatoria entre los
grupos del experimento 4 es la vida del CL que se deberia lisar para que las vacas
donantes tengan celo y ovulacion. En este protocolo de la primera onda, la PGF se
inyecta en el dia 4 o0 5 después de la ovulacion, momento en el cual la sensibilidad del
CL a la PGF esta todavia disminuida (Momont y Seguin, 1982, 1984). Sin embargo el
uso de dos dosis de PGF con 12 h de intervalo es aparentemente suficiente para inducir
la regresion luteal tan temprana, confirmando los datos de los trabajos previos (Nasser
et al., 1993, 2011; Adams et al., 1994). La regresion luteal completa es clave para
obtener una buena tasa de fertilizacion, ya que valores altos de P4 en el celo pueden
alterar el transporte y capacitacion espermatica. Esto se evidencio en el estudio
realizado por Aké et al. (1999) en donde las donantes con concentraciones plasmaticas
de P4 < 1ng/mL al momento de la inseminacion produjeron mayor cantidad de
estructuras colectadas (6,9 vs 3,0) y de embriones transferibles (4,6 vs 0,0) que las que
tenian concentraciones plasmaticas de P4 >1ng/mL.

Continuando con la serie de experimentos de esta tesis, el experimento 5 se
realizd con el fin de evaluar si era necesario o no aplicar PGF previo a la GnRH con la
que se pretende inducir la ovulacién y con esto la emergencia de una nueva onda de
crecimiento folicular. Esto con el fin de reducir las inyecciones totales del tratamiento y
asi hacerlo mas sencillo al evitar un encierro de las donantes. También, como este fue el
ultimo experimento de esta tesis se quiso volver a confrontar estos tratamientos de la
primera onda folicular con el tratamiento tradicional que inicia la superestimulacién 4

dias después de la aplicacion de progestagenos y estradiol.

Como se puede apreciar en los resultados los tres tratamientos de este
experimento no tuvieron diferencias significativas en las variables estudiadas. Esto
evidencia que la aplicacion de PGF al colocar el dispositivo intravaginal es eficiente
para provocar la regresion de un CL. Si no fuera asi, muy posiblemente el CL existente
en ese momento se encuentraria en una fase temprana de desarrollo (Momont y Seguin,

1982, 1984). Ademas es posible que esos CL inmaduros se hayan visto afectados por la
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elevacion de los niveles de P4 sobre la LH, perjudicando el desarrollo del CL, tal cual
fue sugerido por Burke et al. (1996). Por lo tanto 7 dias después, el CL no alcanz6 a
producir una cantidad suficiente de P4 para inhibir por completo la liberacion de LH
que provoca la aplicacion de GnRH de esta tesis. Tomando los datos de los
experimentos 1, 2 y 5 en conjunto, los tratamientos de la primera onda resultaron en 7,1
* 1,0 embriones transferibles, mientras que los realizados en la onda sincronizada con

estradiol y P4 produjeron 6,8 + 1,7 embriones transferibles.

54



CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Los resultados de esta serie de experimentos confirman la hipotesis general

propuesta de que los tratamientos superovulatorios iniciados en la primera onda

folicular desarrollada al momento de la ovulacion de un foliculo persistente, resultan en

una respuesta similar a los iniciados 4 dias después de la aplicacion de estrogenos y P4.

Ademas, los resultados de los experimentos de esta tesis permiten realizar las

siguientes conclusiones especificas:

La respuesta superestimulatoria en la primera onda de desarrollo folicular

es similar a la esperada después de la aplicacion de estrogenos y P4.

Los pretratamientos con dispositivos intravaginales con P4 por 5 dias
resultan en la misma tasa ovulatoria a la GnRH que los tratamientos por
10 dias.

La aplicacion de GnRH 36 h después de la remocion del dispositivo con
P4, resulta en una ovulacién sincronica a las 35,5 + 1,3 h en el 86,9% de

las vacas tratadas.

No es necesario remover el dispositivo intravaginal con P4 para lograr la
ovulacion con la aplicacion de GnRH en vacas sometidas a un

tratamiento con bajos niveles de P4 por al menos 6,5 dias.
La superestimulacion durante la primera onda folicular utilizando
tratamientos con FSH durante 5 dias (10 aplicaciones) o durante 4 dias (8

aplicaciones) resulta en una respuesta superovulatoria similar.

No es necesario aplicar una segunda dosis PGF 36 h antes de la

aplicacion de la primera GnRH para inducir la ovulacién en vacas
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tratadas previamente con un dispositivo con P4 por 6,5 dias y con un
primera dosis de PGF en el momento de la insercion del dispositivo.
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